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RESUMO

GOES, L.M.S. Analise do papel das ciclo-oxigenases e prostaglandina E sintase-1
microssomal na expressdo de proteinas de matriz extracelular, integrinas e
migragcédo celular em glioblastoma. [Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e
Tecidual)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo; 2020.

O glioblastoma (GBM) é a neoplasia maligna mais frequente e letal do sistema
nervoso central (SNC). Este tumor € caracterizado por uma elevada taxa
proliferativa e répida infiltracdo difusa no tecido cerebral adjacente. A terapia
indicada para GBM consiste na ressec¢do cirargica, seguida de radioterapia e
quimioterapia. Apesar dos tratamentos disponiveis a sobrevida média dos pacientes
€ de aproximadamente 14 meses ap0s o diagnostico. Parte da dificuldade do
tratamento deve-se a elevada taxa de migracdo e invasdo das células de GBM.
Componentes da matriz extracelular (MEC) e receptores do tipo integrina (ITG)
desempenham papel crucial na disseminacdo de GBM. Os niveis das ciclo-
oxigenases (COXs) e seu principal produto a prostaglandina E> (PGE2) estéo
diretamente relacionados a migracéo e invasao tumoral, assim como, maior grau de
agressividade e pior prognostico. A prostaglandina E sintase-1 microssomal
(mPGES-1) é a principal sintase de PGE>. Este estudo teve por objetivo avaliar o
papel das COX-1 e COX-2, mPGES-1 e PGE> na migracdo celular e na expressao
de ITGs e proteinas da MEC em linhagens de GBM humano (U87MG e T98G). Os
resultados demonstraram que a inibicdo das COX-1 e 2, assim como, da mPGES-1
reduziu o numero de células e a migracdo de celular de GBM in vitro. PGE>
aumentou o numero de células viarias de ambas as linhagens e a migracdo das
células T98G. Inibidores seletivos de COX-1, COX-2 e mPGES-1 promoveram
alteracdes no citoesqueleto de actina e, consequentemente, reducédo da motilidade
celular. A inibichio de mMPGES-1 diminuiu significativamente a expressao de
proteinas da MEC nas duas linhagens estudadas. O tratamento com PGE:2 ou
inibidores de COX-1 e/ou COX-2 influenciaram de maneira diversa a expressao de
proteinas da MEC e ITGs nas linhagens estudadas. Em conjunto, esses dados
demonstram que as COXs e mPGES-1 desempenham um papel no crescimento
celular, reorganizacdo do citoesqueleto, expressdo de proteinas da MEC e ITGs,
assim como, migracao celular em linhagens de GBM.

Palavras-chave: Glioblastoma. Migracéo celular. Matriz Extracelular. Integrinas.



ABSTRACT

GOES, L.M.S. Analysis of the role of cyclooxygenases and microsomal
prostaglandin E synthase-1 in the expression of extracellular matrix proteins,
integrins and cell migration in glioblastoma. [Masters thesis (Cell and Tissue
Biology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo; 2020.

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and lethal malignant neoplasm of the
central nervous system (CNS). This tumor is characterized by a high proliferative
rate and rapid diffuse infiltration in the adjacent brain tissue. The therapy indicated
for GBM consists of surgical resection, followed by radiotherapy and chemotherapy.
Despite the treatments available, the median survival of patients is approximately 14
months after diagnosis. Part of the difficulty in treatment is due to the high rate of
migration and invasion of GBM cells. Components of the extracellular matrix (MEC)
and integrin-type receptors (ITG) play a crucial role in the spread of GBM. The levels
of cyclooxygenases (COXs) and their main product, prostaglandin E> (PGEz), are
directly related to tumor migration and invasion, as well as a greater degree of
aggressiveness and a worse prognosis. Microsomal prostaglandin E synthase-1
(mPGES-1) is the main synthase of PGE>. This study aimed to evaluate the role of
COX-1 and COX-2, mPGES-1 and PGE: in cell migration and in the expression of
ITGs and MEC proteins in human GBM cell lines (UB7MG and T98G). The results
showed that inhibition of COX-1 and 2, as well as mPGES-1, reduced the number of
cells and migration of GBM cells in vitro. PGE:z increased the number of road cells of
both strains and the migration of T98G cells. Selective COX-1, COX-2 and mPGES-
1 inhibitors promoted changes in the actin cytoskeleton and, consequently, reduced
cellular motility. The inhibition of MPGES-1 significantly decreased the expression of
MEC proteins in the two cell lines studied. The treatment with PGE, or COX-1 and/or
COX-2 inhibitors influenced in a different way the expression of MEC proteins and
ITGs in the studied cells. Taken together, these data demonstrate that COXs and
MPGES-1 play a role in cell growth, cytoskeletal reorganization, expression of MEC
proteins and ITGs, as well as cell migration in GBM cells.

Keywords: Glioblastoma. Cell migration. Extracellular Matrix. Integrins
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1 INTRODUCAO

1.1 Gliomas: classificacao e caracterizagao

Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) s&o tumores benignos ou
malignos que ocorrem nas seguintes localizac6es: meninges, cérebro, medula
espinhal, nervos cranianos e outras partes do SNC, hipofise, ducto craniofaringeo e
glandula pineal (McCarthy et al., 2005).

As neoplasias malignas do SNC foram responsaveis por 4,2% das mortes por
cancer no Brasil em 2017. Excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, os
tumores do SNC representam um dos 10 tipos de cancer mais incidentes no pais
para ambos os sexos (Figura 1). Para o ano de 2018, foram estimados 5,62 novos

casos a cada 100 mil homens e 5,17 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2019).

Prostata 68.220 31,7%  Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Pulm&o 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Cdlon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2, 7% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 no Brasil, segundo o INCA
(exceto tumores de pele ndo melanoma).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica os tumores de SNC de
acordo com suas caracteristicas histopatologicas, células de origem e grau de
diferenciacdo em: tumores astrociticos e oligodendroglias difusos; outros tumores
astrociticos; tumores ependimais; outros gliomas; tumores do plexo coroide;
tumores neurais e neurogliais mistos; tumores da regido pineal; tumores
embriondrios; tumores dos nervos craniais e paraespinhais; meningiomas; tumores
mesenquimais ndo meningoteliais; tumores melanociticos; linfomas; tumores
histiociticos; tumores de células germinativas; tumores da regido selar e tumores
metastaticos. Esses grupos de tumores podem ser subclassificados quanto ao grau
de malignidade do grau | ao grau IV, e quanto a suas caracteristicas moleculares
(Louis et. al, 2016; Louis et al., 2007).
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Os gliomas sao os tumores do SNC mais comuns e representam cerca de
30% dos casos, e 80% de todos os tumores cerebrais malignos (YI et al., 2016).
Consistem em tumores originados das células da glia ou células precursoras menos
diferenciadas, as quais sdo responsaveis pelo fornecimento de um microambiente
adequado para a sobrevivéncia dos neurdnios (Pencheva et al., 2017). Os gliomas
sdo classificados histologicamente de acordo com a célula de origem em
astrocitomas (astrécitos), oligodendrogliomas (oligodendrdcitos) e ependimomas
(ependimdcitos). Os astrocitomas sdo os mais frequentes e sao classificados
histopatologicamente quanto a malignidade do grau | ao IV, respectivamente em:
astrocitomas pilociticos, astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico e glioblastoma
(GBM) (Wen, Huse, 2016).

Célula de origem Grau de
Malignidade

‘ Oligodendrogliomas ‘
Oligodendrécito; ‘ | ‘ ‘ Astrocitoma ‘
/ Pilocitico
’ I ‘ ‘ Astrocitoma ‘
: ‘ Difuso
Gliomas ‘—» _‘ ‘ Astrocitomas ‘ /
G ~| —
strocitoma
\ Astrécitos \ ’ f ‘ ‘ Anaplasico ‘
‘ \Y ‘ ‘ Glioblastoma ‘
‘ CW ) ‘ Ependimomas ‘

Ependimdcitos

Figura 2. Classificacao histopatoldgica dos gliomas.

Os astrocitomas pilociticos sdo tumores de baixo grau de malignidade (grau
), que apresentam crescimento lento e geralmente ndo séo infiltrativos. Sdo os
tumores cerebrais pediatricos mais comuns, com pico de incidéncia na primeira
década de vida. Embora apresente grandes chances de cura apdés sua resseccao
total, a recorréncia do tumor é observada em aproximadamente 19% dos casos. A
progressdo para graus de malignidade mais elevados é extremamente rara (Jones
et al., 2008; Wen, Huse, 2016). Os astrocitomas pilociticos séo caracterizados
molecularmente, segundo a OMS (2016), como tumores que nao possuem
alteracbes nos genes da familia da isocitrato desidrogenase (IDH) e frequentemente

possuem alteracdes do gene BRAF (Louis et. al, 2016).
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Astrocitomas difusos sdo tumores de grau Il que apresentam crescimento
lento, atipia celular e capacidade infiltrativa. Se desenvolvem mais frequentemente
em jovens adultos e possuem a tendéncia a progredir para tumores de maior grau
de malignidade como o astrocitoma anaplasico (grau Ill) ou glioblastoma (grau 1V).
Geralmente esses tumores ndo apresentam dele¢do dos bragos dos cromossomos
1p e 19q. Cerca de dois tercos apresentam mutagcéo de perda de funcéo do gene
TP53. A maioria dos casos de astrocitomas difusos possuem mutagdo em IDH o
gue caracteriza um melhor prognéstico (Watanabe et al., 2002; Wen, Huse, 2016).

Os astrocitomas anaplasicos sdo tumores infiltrativos caracterizados por
anaplasia celular e grande atividade mitdtica. Sao tumores pouco frequentes cuja
incidéncia é de cerca de 0,3 casos a cada 100 mil pessoas, sendo mais frequente
em adultos acima dos 45 anos. Assim como os astrocitomas difusos (grau 1), a
maioria dos astrocitomas anaplasicos apresentam mutacdo em IDH e em TP53.
Além disso, € comum a perda de heterozigose do cromossomo 19. O prognostico €
ruim uma vez que a resseccao total do tumor geralmente ndo é possivel devido a
sua infiltracdo difusa. Além disso, seu ressurgimento apdés o uso de todas as
terapias disponiveis € frequente. Apenas 16% dos pacientes sobrevivem por até
cinco anos (Louis et al., 2007; Stupp et al., 2007; Wen, Huse, 2016).

O glioblastoma (GBM) € o mais incidente, agressivo e infiltrativo dos
astrocitomas, com taxa de incidéncia de aproximadamente 3,6 — 4,2 casos entre
100.000 pessoas, representando cerca de 81 % de todos os tumores malignos do
SNC e 60% de todos os gliomas (Mehta et al., 2017; Song et al., 2017; Yi et al.,
2016). Suas principais caracteristicas sao: hipercelularidade, células pouco
diferenciadas do tipo fusiforme ou pleomorfica, nicleos atipicos, grande atividade
mitética, focos de necrose, hiperplasia microvascular, altissima invasibilidade nas
estruturas cerebrais e uma baixa capacidade de realizar metastases fora do SNC
(Roos et al., 2017; Wang et al., 2012).

De acordo com sua origem, caracteristicas clinicas e moleculares o0 GBM
pode ser subclassificado em primario ou secundario. O GBM priméario, ou de novo,
geralmente se origina diretamente das células astrociticas e na maioria das vezes é
caracterizado molecularmente como sendo TP53 e IDH tipo selvagem, além de
apresentar mutacdo no gene PTEN (homélogo de fosfatase e tensina), amplificacédo
e aumento da expressao do gene de receptores de fator de crescimento epidermal

(EGFR) e perda do braco curto e/ou longo do cromossomo 10 (delecéo 10p e/ou
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10q). Trata-se do tipo mais agressivo e invasivo, apresentando um pior progndéstico
e representa 90% dos casos de glioblastoma, ocorrendo principalmente em
individuos com idade igual ou superior a 55 anos. O GBM secundario é originado
dos astrocitomas de graus inferiores e possui maior incidéncia entre pacientes com
idade aproximada de 45 anos, representando cerca de 5% dos casos de GBM.
Geralmente, sdo molecularmente caracterizados por mutacao em IDH e TP53, além
de apresentarem perda de heterozigosidade em 19q e 22q (Delgado-Lopez e
Corrales-Garcia, 2016; Louis et al., 2016; Ohgaki, Kleihues, 2013).

Astrocito
ou célula precursora ) Astrocitoma Difuso
Mutagdo em IDH1/2 - (Grau Il)
- > e Mutagdo IDH 1/2 - 65%
"85 Mutagdo P53 - 59%

Astrocitoma
e~ s Anaplasico
» » (Grau )
Mutagdo IDH 1/2 - 60%
Mutagédo P53 - 53%

2 J Sobrevida: 2 -3 anos

IDH1/2 Selvagem

GBM Primario (Grau IV) GBM secundario (Grau IV)
Mutagao IDH 1/2 — 5% Mutagao IDH 1/2 — 85% N
- LOH 10q — 10% LOH 10q — 63% Ny »

Amplificagdo EGFR — 36% Amplificagado EGFR — 8%,

Delegao p16inkda — 31% Delecao p16inkda — 19%,”
Mutagao PTEN - 25% Mutacdo PTEN - 4%
Mutagao P53 - 28% Mutacao P53 - 65%
Sobrevida: 9-12 meses Sobrevida: 9-14 meses

Figura 3. AlteracBes moleculares na progressdo de glioblastoma pela via de novo (priméria) e via
progressiva (secundaria), Souza, 2017.

Os principais tratamentos de glioblastoma consistem em retirada cirdrgica do
tumor, seguida de radioterapia e quimioterapia. Embora a retirada completa do
tumor através de intervencdo cirdrgica seja o tratamento inicial mais indicado, a
ampla infiltracdo de células tumorais no tecido cerebral saudavel adjacente torna a
resseccao total do tumor impossivel, o que colabora para a recorréncia tumoral
poucos meses apos a cirurgia. Além do mais, o glioblastoma € geralmente muito
resistente a terapia convencional, muito provavelmente por apresentar elevado grau
de heterogeneidade celular (Coniglio, Segall, 2013; Roos et al., 2017; Yi et al.,
2016). A realizacdo de radioterapia localizada é dificultada pela ampla difusdo de
células neoplasicas no tecido nervoso normal, sendo comum a ocorréncia de varios

focos do tumor no cérebro.
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Os pacientes com glioblastoma tem uma sobrevida aproximada de 6 a 12
meses apos a cirurgia, apenas cerca de 28% dos pacientes apresentam sobrevida
aproximada de 2 anos apds o diagndstico e 5% vivem por 5 anos. Provavelmente
devido ao curto periodo de sobrevida, seja dificil a verificagdo de metastase por
glioblastoma em sitios extracranianos, sendo este fendmeno observado em cerca
de 0,5% dos casos de GBM e geralmente observado em pacientes jovens (38,2 +
16,1 anos) e do sexo masculino (Cunha, Maldaun, 2019). Apesar dos avancgos
terapéuticos e do desenvolvimento de novos farmacos, ainda ndo existe cura para
esse tipo de glioma, sendo o tratamento utilizado apenas para o aumento do tempo
de sobrevida dos pacientes (Roos et al., 2017; Taghipour et al., 2017; Wang et al.,
2012).

1.2 Migragéao celular de gliomas

1.2.1 Principais vias de migracéo de gliomas

A migracéo celular desempenha um papel central em uma ampla variedade
de processos biologicos como desenvolvimento embrionario, resposta imune
inflamatoria, reparo de feridas, desenvolvimento de tumores e formacdo de
metastases. A migracao celular é conduzida por uma organizacdo bioquimica e
biomecanica intracelular em resposta a sinais extracelulares (Horwitz, Parsons,
1999).

Apoés a exposicdo a um estimulo externo, o processo de migracao celular se
inicia com a reorganizacdo do citoesqueleto de actina e desmontagem de adesdes
focais, o que leva a formacédo de protusfes da membrana plasmatica na porcao
frontal da célula, chamadas de lamelipddios. Posteriormente, ocorre a estabilizacédo
das protusdes por meio da formacdo de complexos adesivos. Estes complexos
adesivos sdo regibes da membrana plasmatica onde receptores do tipo integrina,
filamentos de actina e proteinas associadas se organizam formando adesfes focais
gue servem de pontos de tracdo entre o corpo celular e a matriz extracelular (MEC).
Ocorre entdo, a contracdo do corpo celular e liberacdo de adesdes na porcao
traseira da célula promovendo o seu deslocamento (Horwitz, Parsons, 1999; Mak et
al., 2016; Raftopoulou, Hall, 2004).
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Em céncer, a migragdo celular € um fenbmeno crucial, visto que a
capacidade das celulas de tumores malignos de migrar e invadir tecidos saudaveis
em areas proximas ou distantes do tumor consiste em uma das suas principais
caracteristicas (Hanahan, Weinberg, 2011). Diferente de diversos outros tipos de
tumores solidos, os gliomas dificilmente realizam metastases intravasculares ou
linfaticas, em vez disso, as células de glioma migram ativamente através dos
espacos extracelulares do cérebro, o que leva a formacdo de tumores satélites
distantes (Cuddapah et al., 2014). Andlise histolégica de amostras de pacientes
mostrou uma zona de infiltracdo difusa de 2 a 3 cm ao redor do tumor, embora
outros estudos demonstraram que ceélulas de gliomas malignos podem se infiltrar no
tecido cerebral sadio a uma distancia superior a 4 cm da massa tumoral
(Goldbrunner et al., 1998).

A migracdo celular de gliomas pode ocorrer pelo parénquima cerebral
(substancia cinza e substancia branca) ou por estruturas anatémicas distintas como
feixes de fibras mielinizadas, espaco perivascular, espaco subaracnoide e glia
limitante externa (Giese, Westphal, 1996; Cuddapah et al., 2014). O comportamento
migratorio e invasivo das células de gliomas €, em parte, uma consequéncia da
reacdo destas ceélulas a componentes da MEC. Desse modo, dentre os fatores
microambientais que influenciam a motilidade celular em tumores pode-se destacar
as proteinas da MEC (Goldbrunner et al., 1988; Guillamo et al., 2001).
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{( Célula de glioma
B = . /
' Vaso cerebral

37,\ 2 AP\ (

b TG S A e \‘

e | @Fe) A
Neurbnio =

cortical
C. Area de substanciabranca  D. Espaco subaracnéide

— ) ./ Glioma \ (" e
B\ <\ A9 \: < \ 78
- \) AL/ e JENN( (S
(= A 2 / AN
o~ Q \ ) —— (~"\ )
{ ‘
( | S 4 @ 7\ N )

v \
4

P— \

O\ s /

A\
/

- X

o\

@A e @RS

g /; \\\/ // v - N/

A g . SN
<__~  Corpo ~—— Invasdo !
Caloso cortical

v/

Figura 4. Representagdo das principais vias de migracado dos gliomas. Adaptado de Cuddapah et al.,
2014.

Cada uma das principais vias de migracao dos gliomas apresenta

composicdo de MEC bastante distinta: a) o parénquima cerebral, principalmente a
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area de substancia cinzenta, contém &cido hialurénico, proteoglicanos de sulfato de
condroitina, agrecan, brevican, proteina de ligagdo ao hialuronato glial e tenascina
R; b) a membrana basal dos vasos sanguineos (espaco perivascular) contém
laminina, fibronectina, coladgeno tipos IV e V, vitronectina, entactina e heparan
sulfato; c) a area ao redor dos feixes de fibras mielinizadas possui basicamente os
mesmos componentes presentes na substancia cinzenta e glicoproteinas
associadas a mielina (MAG); d) a glia limitante externa possue colagenos tipo I, lll e
IV, fibronectina, laminina e heparan sulfato (Giese, Westphal, 1996; Guillamo et al.,
2001).

Dentre as estruturas supracitadas, os feixes de fibras mielinizadas e as
membranas basais vasculares sao as vias de migracdo mais comumente utilizadas
pelas células de tumores gliais. Devido ao GBM ser amplamente vascularizado e
com grande capacidade angiogénica, o brotamento de capilares vasculares
perpendiculares a superficie do tumor pode fornecer uma estrutura principal
adicional para a disseminacdo tumoral (Giese, Westphal, 1996; Guillamo et al.,
2001).

1.2.2 Matriz extracelular na migracédo de gliomas

A MEC consiste em uma complexa rede de macromoléculas que atua como
uma interface dindmica entre as células e seu ambiente extracelular, e desempenha
importante papel ndo apenas no preenchimento dos espacos entre as células, mas
também na regulacdo do equilibrio homeostatico dos tecidos e manutencdo das
condi¢cBes adequadas para homeostase celular, controlando a morfologia e fisiologia
das células. Além do mais, participa da regulacdo da motilidade, diferenciacao,
proliferacdo, sinalizacdo e sobrevivéncia celular. A MEC é composta por diversas
proteinas, carboidratos e glicoproteinas imersas em um gel constituido de
glicosaminoglicanas (GAGS) e proteoglicanas (Huber, O’Day, 2017).

Diferente da matriz de outros tecidos, a MEC do cérebro adulto € escassa e
possue uma quantidade insignificante de proteinas fibrilares, como os colagenos.
Entretanto, apresenta altas concentracdes de GAGSs, 0 que explica sua consisténcia
gelatinosa. Além das GAGs a MEC do cérebro é rica em componentes nao-fibrilares
como proteoglicanos, glicoproteinas, pequenas proteinas ligantes e proteinas

matricelulares (Cuddapah et al., 2014; Krishnaswamy et al., 2019). E composta
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majoritariamente por &cido hialurénico, com a presenca de proteoglicanos, como 0s
da familia do sulfato de condroitina (agrecan, versican, neurocan e brevican), todos
importantes durante a fase de desenvolvimento cerebral; e os da familia de
proteoglicanos ricos em leucina (decorin, biglican, fosfacan, testican, perlecan,
distroglican, agrin, claustrin, glipican, etc) (De Luca, Papa, 2016; Jiang et al., 2017).

A presenca de proteinas fibrilares no SNC é restrita a areas como espago
perivascular e glia limitante externa. A membrana basal ao redor dos vasos
sanguineos, em especial, € um excelente substrato para a migracéo e invasao de
gliomas por apresentar pouca resisténcia e ser enriquecido com colageno, e
glicoproteinas adesivas como laminina, vitronectina e fibronectina (Cuddapah et al.,
2014).

Estudos mostram que a MEC ao redor do tumor é relevante para 0s
processos de migracdo e invasdo tumoral. E descrito na literatura que as células de
glioblastoma in vivo e in vitro expressam e secretam proteinas da MEC no
microambiente a sua volta, de modo a compensar a caréncia de substratos que
favorecem o processo de migracado das células tumorais no parénquima cerebral.
Essa matriz € rica em proteinas que aumentam a motilidade celular como laminina,
vitronectina, fibronectina e colageno tipo IV (Vehlow, Cordes, 2013).

A laminina (LAM) é a glicoproteina adesiva mais abundante na membrana
basal. As lamininas constituem uma grande familia de proteinas que apresentam
diferentes isoformas. Cada isoforma é composta de trés longas cadeias
polipeptidicas, as cadeias a, B e y, que sdo unidas por pontes de dissulfeto e
contorcidas entre si de modo a formar uma estrutura semelhante a uma cruz, como

pode ser observado na Figura 5 (Yao, 2016; Yap et al., 2019).
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Figura 5. Representacéo esquematica da estrutura de laminina.

Nos vertebrados foram identificadas cinco cadeias a, trés cadeiras B e trés
cadeias y produtos de diferentes genes, sendo que 16 isoformas de LAM ja foram
identificadas em mamiferos e outras 4 isoformas foram sugeridas baseado em
estudos in vitro e in vivo, conforme Tabela 1. As lamininas podem se ligar entre si e
a diferentes proteinas da MEC como o colageno tipo IV e o heparan, formando,
assim, uma complexa rede proteica. Além de organizar a rede de proteinas presente
nas membranas basais, a LAM pode se ligar a receptores celulares (integrinas,
distroglicanos ou sindecanos), servindo de ponte entre as células e membrana basal
vascular (Durbeej, 2009; Yao, 2016).



Tabela 1. Isoformas de laminina e suas nomenclaturas, baseado em Yao, 2016.

Nomenclatura antiga Novanomenclatura
Padréo Abreviada
Laminina-1 Laminina-a131y1 Laminina-111
Laminina-2 Laminina-a231y1 Laminina-211
Laminina-3 Laminina-a132y1 Laminina-121
Laminina-4 Laminina-a2(32y1 Laminina-221
Laminina-5 Laminina-a333y2 Laminina-332
Laminina-5B Laminina-a3BR3y2 Laminina-3B32
Laminina-6 Laminina-a331y1 Laminina-311
Laminina-7 Laminina-a332y1 Laminina-321
Laminina-8 Laminina-a431y1 Laminina-411
Laminina-9 Laminina-a432y1 Laminina-421
Laminina-10 Laminina-a531y1 Laminina-511
Laminina-11 Laminina-a532y1 Laminina-521
Laminina-12 Laminina-a2p1y3 Laminina-213
Laminina-13 Laminina-a3p32y3 Laminina-323
Laminina-14 Laminina-a432y3 Laminina-423
Laminina-15 Laminina-a5p2y3 Laminina-523
Laminina-a2pB1y2 Laminina-212
Laminina-a2p2y2 Laminina-222
Laminina-a3p3y3 Laminina-333
Laminina-a5p2y2 Laminina-522
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A LAM participa de varios processos biolégicos, como a regulacdo do ciclo
celular, proliferacdo, adesdo celular, espraiamento, polarizacdo, migracao,
manutencao do fendtipo, resisténcia a apoptose, metastase tumoral e secrecdo de
proteases. Para desempenhar essas funcdes, as lamininas interagem com
receptores celulares que ativam diversas cascatas de sinalizacao intracelular. O
principal grupo de receptores ligantes de LAM séo as integrinas, especialmente as
integrinas a3B1, a6B1, a7B1e a6p4 (Maltseva, Rodin, 2018; Pereira et al., 2005).
Embora as integrinas a1B1, a2p1, a9p1 e avpf3 também possam se ligar a LAM
(Durbeej, 2009).

Diversos estudos tém demonstrado o envolvimento de diferentes isoformas
de LAM no processo de transformacdo maligna de células tumorais. Em uma ampla
variedade de cénceres o0s niveis e padrdoes de distribuicAo de lamininas sao

potenciais indicadores progndésticos. Em tumores, as lamininas promovem a adesao
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e migragéo celular, a descontinuidade da membrana basal facilitando o processo de
invasao tumoral e formacao de metastases intravasculares, a inibicdo do processo
de apoptose estimulado pela perda de contato entre as células e a MEC (anoikis),
entre outros processos que colaboram para a progressao tumoral (Qin et al., 2017).

A LAM pode ser encontrada na MEC de GBM e sua acdo sobre as células
tumorais deve-se a preservacdo de caracteristicas de células-tronco e aumento da
motilidade celular, além de colaborar para o elevado grau de invasividade tumoral
(Coniglio, Segall, 2013; Wu et al., 2016). Células de GBM produzem e secretam
lamininas no parénquima tumoral de modo independente dos vasos sanguineos
(Tysnes et al., 1999). Kawataki e colaboradores (2007) identificou a producéo das
lamininas: LAM1, LAM2, LAM5, LAM8 e LAM10 por linhagens de GBM e
demonstrou a relacdo entre o aumento da migracdo e invasividade associado a
expressado de algumas dessas isoformas.

O nivel de expressao de lamininas esta diretamente relacionado com o grau
de malignidade tumoral em gliomas. Além disso, a isoforma de LAM presente no
tumor também pode indicar o grau de agressividade, por exemplo, a LAM8 € mais
expressa em gliomas de maior grau de malignidade enquanto a LAM9 & mais
presente em gliomas menos agressivos (Ljubimova et al.,, 2001). O aumento da
expressdo de LAM8 esta relacionada a maior disseminagcdo tumoral, menor tempo
de ressurgimento do tumor apds a cirurgia e, consequentemente, menor sobrevida
dos pacientes (Ljubimova et al.,2006). Mahersparan e colaboradores (1997)
observou que, entre as proteinas de MEC analisadas, a laminina foi 0 mais potente
estimulador da migracdo em linhagens de glioma humano.

Além da LAM, os gliomas produzem e secretam colagenos. Os colagenos
compdem uma familia heterogénea de proteinas composta por diversos tipos como:
0s colagenos fibrilares, os colagenos de ancoragem e os associados a fibrilas. No
SNC, os colagenos sdo encontrados principalmente nas membranas basais, sendo
0 mais abundante o colageno tipo IV (COL4). O COL4 é o segundo componente
essencial da lamina basal madura.

A molécula de COL4 consiste em trés longas cadeias proteicas do tipo a
sintetizadas individualmente que se unem formando uma estrutura semelhante a
uma corda. Ha seis isoformas de cadeias a de colageno tipo IV, o que possibilitaria
a formacéo de mais de 56 isoformas desta proteina. No entanto apenas 3 isoformas

foram identificadas até o momento. As moléculas de colageno interagem entre si
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através de seus dominios terminais formando uma rede que proporciona resisténcia

a tracao.
Protémero
Dimero Hexamero NC1

Figura 6. Formacéo das redes de colageno tipo IV, Adaptado de Kalluri 2003.

O COL4 participa de varios processos celulares como controle do ciclo
celular, proliferacdo e morte celular (Eyden, Tzaphlidou, 2001; Jiang et al., 2017). A
presenca de colagenos na MEC de gliomas esta intimamente relacionada com o
grau do tumor e o nivel de invasividade tumoral (Pencheva et al., 2017). COL4 foi
identificado em MEC derivada de tecido descelularizado originado de bidpsias de
pacientes com GBM (Koh et al., 2018). Esferoides de linhagens de GBM humano
produziram COL4 in vitro quando co-cultivadas com agregados de células cerebrais
normais (Knott et al., 1998). Mahesparan e colaboradores (1999) mostraram que
COL4 estimulou a migracdo de células de esferoides originados de 7 das 10
bidpsias analisadas de pacientes com GBM.

Entre os substratos de MEC envolvidos no estimulo da migracédo celular em
gliomas destaca-se a fibronectina (FN). A fibronectina é uma glicoproteina adesiva
Ccuja estrutura consiste em um dimero composto por duas subunidades quase
idénticas de 250 kDa cada. Essas subunidades séo ligadas covalentemente por um
par de ligacfes dissulfeto na regido proxima a porcdo C-terminal. Cada monémero
de FN consiste em trés tipos de unidades repetitivas denominadas repeticdes FN,
sdo elas as repeticdes do tipo I, Il e lll. Embora as moléculas de FN sejam produtos

de um Unico gene, a proteina resultante pode existir em varias formas que surgem
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do splicing alternativo de um uUnico pré-mRNA, de modo que pode haver até 20
variantes no FN humano (Pankov, Yamada, 2002).
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Figura 7. Representacdo esquematica de fibronectina, adaptado de Xu e Mosher (2017)

A FN possui diversos dominios de ligacdo em sua estrutura. Estes dominios
sdo responsaveis pela interacdo da fibronectina com diferentes receptores da
superficie celular, assim como, com outros elementos da MEC. A FN pode ser
ligante de varias integrinas. Sua longa molécula possui diversos sitios de
reconhecimento de integrinas, sendo o mais conhecido a regido RGD, que consiste
em sequéncias de aminoacidos arginina (R), glicina (G) e acido aspartico (D),
presente na repeticdo FN Ill. Além da regido RGD, areas presentes nas repeticoes
FN I e FN Il também podem servir de sitios de ligacéo de integrinas. A interacdo de
integrinas com esses sitios desencadeiam sinais intracelulares distintos daqueles
ativados quando ocorre a ligacao de integrinas a regido RGD (Pankov e Yamada,
2002).

FN pode se ligar aos colagenos tipo: I, Il, lll, IV e V. O dominio de ligacédo ao
colageno inclui as repeticées FN | e FN Il. A molécula de FN apresenta, também,
dois sitios principais de ligacao a fibrina (fibrina | e 1) presentes na por¢cdo N-
terminal. Estes sitios sdo formados pelas repeticdes do tipo I. Acredita-se que a
interacdo de FN com a fibrina seja importante para a adesdo e migracao celular
(Pankov, Yamada, 2002).

FN medeia uma variedade de interacbes celulares com a MEC e

desempenha papel importante na adesado e migragao celular, assim como, no
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crescimento e diferenciacdo de células (Pankov,Yamada, 2002). A FN é expressa
no inicio do desenvolvimento cerebral em um padréo espacial e temporal muito
especifico. Desempenha importante papel na migracdo e crescimento neuronal
durante o desenvolvimento e na regeneragdo nervosa apods lesdo (Venstrom,
Reichardt, 1993). Apesar de altamente expressa no cérebro durante o
desenvolvimento, a FN é pouco expressa no cérebro normal maduro estando
presente apenas nas membranas basais e na glia limitante externa (Giese,
Westphal, 1996; Guillamo et al., 2001).

A expressdo génica de FN é maior em amostras de GBM do que no cérebro
normal (Lal et al., 1999) e em astrocitomas pilociticos ndo invasivos. O que indica
gue a expressao de FN possui relagdo direta com o perfil invasivo e grau de
malignidade tumoral de astrocitomas (Colin et al., 2006). FN foi encontrada em MEC
derivada de tecido descelularizado originado de bidpsias de pacientes com GBM
(Koh et al., 2018), e foi produzida in vitro por linhagens de GBM co-cultivadas com
agregados de células cerebrais normais (Knott et al., 1998). Na MEC de GBM a
presenca de FN € critica para a manutencdo da morfologia, proliferacdo e
diferenciacao celular (Gong et al., 2017). Além do mais, FN aumenta a adeséo e
motilidade celular em gliomas. Sendo, portanto, um potente estimulador da
migracdo celular em GBM tanto de linhagens estabelecidas quanto de culturas
primarias (Mahesparan et al., 1997; Mahesparan et al., 1999).

Vitronectina (VTN) é uma glicoproteina adesiva com peso molecular de 75
kDa, predominantemente encontrada no plasma e na membrana basal vascular. A
VTN possui uma sequéncia RGD através da qual medeia a ligacdo e a propagacao
de células na MEC através de receptores especificos de integrina. A maior parte da
molécula de VTN acomoda seis repeticdbes de hemopexina. Sua estrutura contém
duas sequéncias consenso para a ligacdo a heparina. Foi relatado que a VTN se
liga ao colageno por meio de grupos funcionais de duas regides distintas, uma
adjacente a sequéncia RGD e outra adjacente ao dominio de ligacdo a heparina. A
extremidade C-terminal da VTN acomoda seu local de ligacdo ao plasminogénio
(Schvartz et al., 1999).

Essa glicoproteina desempenha papel importante na inflamacéo, adesao
celular, necrose celular, coagulacdo sanguinea e regula a angiogénese induzida
pelo fator de crescimento endotelial. No SNC, esta molécula é expressa durante o

desenvolvimento neural e participa na diferenciacdo dos neurdnios motores da
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medula espinhal. A VTN é um dos principais componentes organizadores da MEC e
desempenha um importante papel na formacgao e crescimento tumoral (CHEN et al.,
2016).

VTN foi detectada no parénquima tumoral de bidépsias de GBM e astrocitoma
anaplasico (grau Ill). Em contrapartida, VTN ndo foi detectada em bidpsias de
astrocitomas de baixo grau, cortes de substancia branca e cortex cerebral sadio.
Dessa forma, pode-se concluir que esta proteina é expressa apenas em
astrocitomas mais agressivos e que sua expressao esta diretamente relacionada
com o grau de malignidade tumoral (Gladson, Cheresh, 1991). Pesquisas indicam
gue VTN desempenha papéis significativos na progressdo de GBM servindo como
um importante substrato adesivo (Gladson, Cheresh, 1991; Giese et al., 1994),
estimulando a migracéo celular (Mahesparan et al., 1999) e exercendo efeito anti-
apoptoético de maneira dose-dependente (Uhm et al., 1999).

1.2.3 Integrinas em gliomas

Interacdes entre as células e a MEC sédo mediadas, principalmente, por uma
familia de 24 proteinas de adesao transmembranares chamadas integrinas (ITGS).
As ITGs sao receptores heterodiméricos formados pela combinacdo de 18
subunidades a e 8 subunidades B conectadas por ligacbes ndao covalentes. Cada
uma das subunidades das integrinas € composta por um grande dominio
extracelular, uma porcédo intramembranar em forma de hélice de passagem Unica e
um pequeno dominio citoplasmatico. As ITGs sdo responsaveis pela comunicacao
bidirecional entre o ambiente extracelular e vias intracelulares (Hamidi, lvaska,
2018; Kechagia et al., 2019).

O estado conformacional determina a afinidade da ITG para proteinas da
MEC. A ITG dobrada (fechada) representa a forma inativa, com baixa afinidade por
ligantes da MEC, ja a ITG estendida (aberta) € a forma ativa e capaz de se ligar a
elementos da MEC provocando, assim, sinalizacdo e respostas celulares, vide
Figura 9. A interacdo da ITGs com componentes da MEC pode ocorrer através de
sitios de ligacdo presentes em ambas subunidades da ITG ou por meio de um

dominio especifico da subunidade a (Hamidi, Ivaska, 2018; Kechagia et al., 2019).
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Figura 8. Representacdo esquematica de integrina inativa e ativa.

Algumas ITGs reconhecem exclusivamente um componente da MEC, por
exemplo, a integrina a5B1 reconhece apenas a fibronectina. Enquanto outras ITGs
tém a capacidade de se ligar a diferentes proteinas, como a integrina avp3 que
pode reconhecer a vitronectina, fibronectina, fibrinogénio e trombospondina. Além
disso, um mesmo ligante de MEC pode ser reconhecido por mais de uma ITG, e a
ligacdo de cada ITG ao mesmo ligante pode desencadeiar vias de sinalizacao
intracelulares distintas. Dessa forma, o padrao de expressao de ITGs na superficie
celular é relevante para determinar a resposta celular a estimulos microambientais
(Hamidi, Ivaska, 2018).

A ativacdo da ITG e sua ligacdo a proteinas da MEC desencadeia o
recrutamento de proteinas de sinalizagdo, ancoragem e de citoesqueleto formando
um dinamico complexo proteico nas caudas citoplasmaticas das ITGs que medeiam
a adesdo celular e regulam aspectos celulares como sobrevivéncia, migracao,
polaridade e diferenciacdo. Alteracdes na adesdo e sinalizacdo desencadeadas
pelas ITGs podem promover o0 surgimento de patologias como doencas
cardiovasculares e cancer (Hamidi, lvaska, 2018).

Em GBM a expressdo das subunidades de ITG a3, av, 1 e 3 e das ITGs
a2p1, a5p1, a6B1, a9B1, avp3, avp5 e avPB8 estdo aumentadas em comparagao

com o tecido cerebral sadio. Os niveis de expressao das ITGs a3, a5, a7, av33,
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avpB5 e avp8 estdo diretamente relacionados com o grau de malignidade em
gliomas. A expressao elevada de a3, a5, av, B1, B3, avB3 e a3B1 esta
correlacionada com o pior progndstico e menor taxa de sobrevida de pacientes com
GBM. As ITGs avp3, av5, a6B1 estdo envolvidas com o fendtipo altamente
invasivo de células de GBM e a expressdo desses receptores aumentou a invasao
de células U87MG in vitro e in vivo. Além disso, avB3/av5, B1 estdo associadas
com a angiogénese em GBM. A ITG avpB3 estad relacionada a resisténcia a
irradiacdo, enquanto que as ITGs a2B1, a3B1 e a5B1 estdo superexpressas em
células de glioma resistente a multiplas drogas (Malric et al., 2017; Vehlow, Cordes,
2013). As ITGs relevantes em GBM e que possuem como ligantes as proteinas de
MEC laminina, colageno tipo IV, fibronectina e vitronectina estéo listadas na Tabela
3.

Tabela 2. Integrinas em GBM

Integrinas Ligantes Papel em GBM
al1B1 Laminina, colageno IV Migracéo
Invaséo
a2p31 Laminina, colageno IV Migracao
Invaséo

Resisténcia a quimioterapia

a3p1 Laminina, Fibronectina e colageno IV Migracao
Invaséo
Caracteristicas de células-tronco
Resisténcia a quimioterapia
Marcador progndstico

a5p31 Fibronectina Migracao
Invaséo
Resisténcia a quimioterapia

a6p31 Laminina Invasao
avp3 Fibronectina e vitronectina Migracao
Invasao

Angiogénese
Sobrevivéncia celular
Resisténcia a terapia
Marcador prognéstico

avp5 Vitronectina Marcador prognéstico
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1.3 Ciclo-oxigenases

As ciclo-oxigenases (COXs), também chamadas de prostaglandina
endoperoéxido sintases (PGHS), sdo enzimas bifuncionais (oxigenase e peroxidase)
responsaveis por catalisar a conversdo do &cido araquidonico (AA) em
prostaglandinas (PGs) e tromboxano Az (TXA2) (Seo e Oh, 2017). Ha trés isoformas
de COX: ciclooxigenase 1 (COX-1), ciclooxigenase 2 (COX-2) e ciclooxigenase 3
(COX-3) (Wang et al., 2007).

A COX-1 foi purificada a primeira vez em fracdes de membranas de
glandulas vesiculares de bois e ovelhas em meados da década de 1970. E
codificada por um gene localizado no cromossomo 9. A proteina madura possui 574
aminoacidos e € expressa constitutivamente em quase todos os tecidos. A COX-1 &
uma proteina bastante estavel e envolvida na producdo de prostanoides
necessarios para regulacdo da homeostase vascular, citoprotecdo gastrica e a
respostas a estimulacdo hormonal (Rouzer, Marnett, 2009; Seo, Oh, 2017; Smith,
Murphy, 2016).

A COX-2 foi descoberta em 1991 em células murinas 3T3. Seu gene esta
localizado no cromossomo 1. Sua expressao ocorre geralmente apos estimulos
especificos como citocinas, promotores tumorais e fatores de crescimento, sendo a
COX-2 considerada a isoforma induzida de COX. Embora a COX-2 esteja
geralmente associada a sintese de prostanoides durante processos patoldgicos
como inflamacao e tumorigénese, ela é também € constitutivamente expressa de
modo tecido especifica nos rins, trato gastrointestinal, cérebro, aparelho reprodutor
feminino, timo e estdbmago (Rouzer, Marnett, 2009; Seo, Oh, 2017; Smith, Murphy,
2016).

A COX-3 foi identificada em 2002 no cortex cerebral de cachorro e
posteriormente no coracdo e cérebro humanos. E codificada pelo gene da COX-1,
sendo que o intron-1 ndo € removido durante o splicing. A COX-3 é uma proteina de
tamanho aproximado de 65 kDa e supostamente ativa no SNC (Chandrasekharan et
al.,, 2002). Porém, a existéncia de uma terceira isoforma de COX funcional e
cataliticamente ativa ainda seja contestada por alguns pesquisadores que acreditam
gue a COX-3 seja apenas uma variacdo da COX-1 (Davies et al., 2004; Dinchuk et
al., 2003; Kis et al., 2005; Simmons et al., 2004)
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A COX-1 e COX-2 de uma mesma espécie tém 60% de homologia. Ambas
séo proteinas homodimeras de aproximadamente 72kDa. Cada monémero da COX
possui trés dominios principais:

1. um dominio proximo ao N-terminal semelhante ao fator de crescimento

epidermal (EGF);

2. uma regido continua de 70 aminoacidos que serve de dominio de ligacao a

membrana.

3. um dominio catalitico globular na extremidade C-terminal.

As COXs estéo localizadas na superficie luminal do reticulo endoplasmatico
(RE) e ambas superficies do envoltério nuclear. Elas interagem apenas com uma
das superficies da bicamada lipidica através de quatro hélices curtas de natureza
anfipatica presentes em seus dominios de ligacdo a membrana. Embora sejam
homodimeros, em solucdo os mondémeros das COXs sofrem mudanca
conformacional formando heterodimeros conformacionais. Desta forma, em vez de
dois sitios cataliticos, um de cada mondémero, as COXs possuem um mondémero
com acao regulatoria (monémero alostérico), e outro com atividade catalitica (Smith,
Murphy, 2016).

Dentre as diferencas estruturais entre a COX-1 e a COX-2 pode-se citar 0
gue a COX-2 possui uma extensado de 18 aminoacidos na porcao C-terminal, que é
associada a sua degradacédo no reticulo endoplasmatico. Essa caracteristica faz da
COX-2 uma proteina menos estavel que a COX-1 (Seo, Oh, 2017; Smith, Murphy,
2016). A COX-2 possui também um sitio ativo cerca de 20% maior do que o da
COX-1, o que possibilitou o desenvolvimento de inibidores especificos para COX-2
(Smith et al., 2000). A COX-3 possui todas as caracteristicas cataliticas e o0s
aspectos estruturais mais relevantes das COX-1 e COX-2 (Chandrasekharan et al.,
2002).

A COX-1 é expressa e amplamente distribuida no cérebro sadio, sendo
prevalente no prosencéfalo onde pode estar envolvida na modulacdo do sistema
nervoso autbnomo e processamento sensorial (Vane et al., 1998). Estudos apontam
gue a expressao de COX-1 é relevante para a progressao de carcinoma de ovario,
visto que a inibicdo seletiva dessa isoforma colaborou para a reducdo da
proliferacao celular e aumento da apoptose (Daikoku et al., 2005). Em carcinoma de

pulméo de células ndo pequenas a inibicdo de COX-1 diminiu a proliferacdo celular
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(Li et al., 2009). Em gliomas, o aumento da expressao de COX-1 restringiu-se a
células do sistema imune como microglia e macrofagos presentes no parénquima
tumoral e area de infiltragdo tumoral, ndo sendo observada a expressédo de COX-1
em células tumorais e nem sua relacdo com o grau de malignidade tumoral
(Deininger et al., 1999).

A COX-2 é encontrada em diversas regides do cérebro como cortex,
hipocampo e hipotdlamo, e é produzida por neurdnios, astrécitos, células da
microglia e células do plexo coroide (Vane et al., 1998). No cérebro o PGH>
sintetizado a partir da acdo da COX-2 é geralmente convertido em PGE>, de modo
gue ambas COX-2 e PGE: participam da regulagéo dos processos de aprendizado
e memoéria (Rall et al., 2003; Teather et al.,, 2002), controle do ciclo sono/vigilia
(Gerozissis et al.,, 1995; Hayaishi, Matsumura, 1995) e termorregulagéo (Ivanov,
Romanovsky, 2004).

Em 1999, Deininger e colaboradores identificou pela primeira vez a presenca
das COXs em gliomas. Foi observado o aumento da expressdao de COX-2 em
células do sistema imune presentes no tumor, assim como, em células tumorais
indicando um possivel papel de COX-2 neste tipo tumoral. Desde entdo, muitos
trabalhos tem demonstrado a relacao direta da expressao de COX-2 em GBM com a
proliferacdo (Gomes, Colquhoun, 2012; Prayson et al., 2002), fendtipo migratorio e
invasivo (Gomes, Colquhoun, 2012; Tafani et al., 2011), grau de malignidade
tumoral (Joki et al.,, 2000), recorréncia tumoral apos radioterapia (Sminia et al.,
2005), maior malignidade e pior prognéstico (Panagopoulos et al., 2018; Shono et
al., 2001; New, 2004).

1.4 Via das ciclo-oxigenases

Os prostanoides (prostaglandinas e tromboxanos) sdo formados pela via da
COX. Prostanoides séao lipidios bioativos semelhantes a horménios, compostos por
uma cadeia de 20 carbonos, que possuem acdo autdcrina e paracrina. Por isso,
diferente dos horménios liberados na corrente sanguinea, os prostanoides sao
sintetizados e liberados em praticamente todos os 6érgdos. Os prostanoides foram
descobertos como substancias com atividades vasoativas no musculo liso do
sistema reprodutivo masculino, devido a isso o0 nome prostanoide (Gomes et al.,
2018; Smith, Murphy, 2016).
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Os prostanoides coordenam varios processos fisiolégicos como relaxamento
e contracdo de musculo liso, regulacdo da coagulacdo sanguinea, manutencdo da
homeostase renal, modulacdo da resposta imune, inibicdo ou estimulacdo de
liberacdo de neurotransmissores, regulacdo da secrecdo do trato gastrointestinal,
motilidade e protecdo da mucosa gastrointestinal. J& em condi¢des patologicas, sdo
envolvidos com inflamag&o, doencgas cardiovasculares e desenvolvimento tumoral
(Gomes et al., 2018).

Quando um estimulo externo como bradicinina, angiotensina I, trombina,
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), interleucina beta 1 (IL-18),
citocinas, promotores tumorais ou fatores de crescimento ativam receptores de
superficie celular especificos, promovem o aumento da concentracdo de Ca?*
citosolico e consequente ativagcdo de uma ou mais fosfolipases celulares. Embora
varias lipases possam participar da mobilizagdo do principal substrato das COXs, o
acido araquidénico (AA), as mais relevantes séo a fosfolipase citosolica (CPLA2q)
calcio dependente e os grupos IIA e V das fosfolipases secretadas (SPLA2s) (Smith,
Murphy, 2016).

A isoforma predominante de fosfolipases é a cPLA2q presente no citosol de
células em repouso. O Ca?* presente no citoplasma se liga na regido N-terminal de
cPLA2q no dominio CalB, em seguida o complexo Ca?*/CalB se liga nas membranas
intracelulares, promovendo a translocacdo de cPLA2, para as membranas do
aparelho de Golgi, RE e envoltorio nuclear. A atividade de cPLA2q € regulada pela
fosforilacdo por uma variedade de quinases. Uma vez ativada a cPLA2q libera o AA
através de hidrolise na posicao sn2 dos glicerofosfolipidios localizados na superficie
das membranas intracelulares. O AA recém-liberado pode cruzar a bicamada da
membrana onde pode entrar no sitio ativo da enzima COX presente na porcao
luminal das membranas intracelulares. (Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016).

As COXs possuem duas atividades enzimaticas diferentes, a de oxigenase e
peroxidase. Essas atividades ocorrem em sitios distintos, mas interativos dentro da
proteina. Inicialmente, a COX catalisa a formacdo de um intermediario lipidico
instavel, a prostaglandina G2 (PGG>) a partir do AA e duas moléculas de O numa
reacdo de oxidacdo. A PGG: é rapidamente convertida em PGH: pela redugéo de 2
eletréns do seu grupo 15-hidroperoxil, catalisada pela atividade peroxidase da COX
(Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016).
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A PGH2 é convertida em prostanoides biologicamente ativos por sintases
especificas. As sinteses das prostaglandinas PGD», PGEz, PGF2q € PGl a partir de
PGH> séo catalisadas por PGD sintases, PGE sintases, PGF sintases e PGI
sintases, respectivamente. Com excessdo da PGF2q as prostaglandinas sé&o
formadas a partir de reacdes de isomerizagdo de PGH>. J4 o tromboxano Az (TXA>)
é sintetisado pela TXA sintase (Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016).

ApoOs a sintese os prostandides ndo sdo armazenados na célula, sendo
rapidamente liberados para o meio extracelular por meio de difusdo simples através
da membrana plasmética ou transportados via transportadores da familia ABC. No
meio extracelular, os prostanoides podem se ligar a seus receptores especificos e
ativar diversas vias de sinalizacdo intracelulares. Ha nove receptores de
prostanoides diferentes, cada um codificado por um gene. A PGD, possui dois
receptores DP1 e DP2, enquanto que a PGE: possui quatro: EP1, EP2, EP3 e EP4.
Os receptores de PGF2q, PGl2 e TXA sao, respectivamente, FP, IP e TP. O receptor
de TXA: pode, também, ser estimulado por PGE,, PGl> e PGF2« (Gomes et al.,
2018; Smith, Murphy, 2016).

Os prostanoides também podem se ligar a receptores nucleares, sendo um
dos seus principais alvos a familia de receptores ativados por proliferadores de
peroxissomo (PPARs). Estes receptores estdo envolvidos na regulacdo do

metabolismo de lipidios, diferenciacao celular e proliferacdo (Gomes et al., 2018).
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Figura 9. Via das ciclo-oxigenases e mecanismos de transducéo de sinal ativados pelos receptores
de prostaglandinas, (Mohan et al., 2012).
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1.5 Prostaglandina E; (PGE>y)

O principal produto da via da COX é a prostaglandina E> (PGE2). PGE> é
essencial para homeostase e importante mediador imunopatolégico em infeccbes
cronicas, regulando varios aspectos no processo inflamatério, incluindo as maltiplas
funcBes de algumas células imunes. Esta prostaglandina apresenta um paradoxo
em suas fungdes, pois por vezes desempenha fungdes pro-inflamatorias nas fases
iniciais da inflamac&do como a ativacao de neutréfilos, macréfagos e mastécitos. Em
outros momentos, a atua como imunossupressor, suprimindo a imunidade inata e
especifica a nivel molecular e celular (Wang et al., 2017).

A conversdo de PGH2 em PGE: ocorre pela agcdo de uma de suas trés
sintases especificas a prostaglandina E sintase-1 microssomal (MPGES-1), a
prostaglandina E sintase-2 microssomal (MPGES-2) e a prostaglandina E sintase
citosolica (cPGES). A mPGES-2 e a cPGES sdo expressas constitutivamente,
enquanto que a mMPGES-1 é a principal enzima para a converséo in vivo de PGH>
em PGE2 em processos fisiopatologicos. A mPGES-1 é geralmente co-regulada com
a COX-2, incluindo no cérebro, devido a isso o PGE, é o principal prostanoide
oriundo da ativacdo da COX-2 no cérebro e em processos fisiopatoloégicos como
inflamacéo, febre, dor, reparacdo tecidual e cancer. Enquanto a mPGES-1 atua,
preferencialmente, na conversao de PGH2 em PGE: associada a COX-2, as sintases
MPGES-2 e cPGES sao associadas, principalmente, a atividade da COX-1 (Seo,
Oh, 2017; Smith, Murphy, 2016).

As sintases de PGE:> microssomais pertencem a familia de proteinas
associadas a membrana no metabolismo de eicosanoides e glutationa (MAPEG). A
MPGES-1 é uma proteina de peso molecular entre 15 e 18 kDa, enquanto a
MPGES2 tem mais de 30 kDa. A cPGES é uma proteina citosodlica de 26 kDa que
requer a glutationa como cofator para sua atividade enzimatica. O papel desta
enzima na producdo de PGE: ndo esta bem estabelecido, ja que o knockout de
cPGES nao leva a diminuicdo significativa da producao total de PGE: (Seo, Oh,
2017; Smith, Murphy, 2016).

ApOs sua sintese PGE: é exportado para o meio extracelular, na maioria das
vezes, via transportadores da familia ABC. Uma vez no ambiente extracelular, a
PGE:2 pode se ligar a um dos seus quatro receptores de membrana especificos EP1,

EP2, EP3 e EP4 desencadeando diversas vias de sinalizagcdo. Esses receptores
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podem ser divididos em 3 classes: 1) os receptores acoplados a proteina G
estimulatoria (Gs), sdo eles EP2 e EP4; 2) receptor acoplados a proteina Gq, EP1; e
o 3) receptor acoplado a proteina G inibitéria (Gi), EP3. Quando EP2 ou EP4 sdo
ativados ocorre o estimulo da producdo de AMP ciclico (AMPc) pela acdo da
adenilato ciclase (AC), essa ativacdo leva a alteracbes como relaxamento dos vasos
sanguineos. Em contrapartida, quando EP1 é ativado, ocorre o aumento intracelular
de Ca?* acarrentando em vasoconstricdo. Ja o receptor EP3 promove a inibi¢do da
AC levando a uma reduc¢ao da concentracéo de AMPc (Gomes et al., 2018).

Os niveis de PGE: sdo controlados ndo apenas pela regulacdo de sua
sintese, mas também pela sua degradacdo. O passo inicial para a inativacdo de
PGE: consiste em sua oxidacédo para formacdo do componente 15-keto-PGE> em
uma reacao catalisada por uma familia de enzimas 15-hidroxiprostaglandinas
desidrogenases. O catabolismo envolve a reducéo da dupla ligacdo entre o carbono
13 (C-13) e o carbono 14 (C-14), seguida de w- e [B-oxidacdo. As enzimas 15-
hidroxiprostaglandinas desidrogenases séo reconhecidas como sendo supressoras
tumorais por promoverem a reducéo dos niveis de PGE2 (Smith, Murphy, 2016).

Diversos estudos tém demonstrado a participacdo de PGE, em diferentes
mecanismos envolvidos na progressdo de varios tipos cancer como o de colén
(Wang et al., 2005), pulméo (Krysan et al., 2005), mama (Zhou et al., 2005) e
cérebro (Gomes, Colquhoun, 2012). Em gliomas, esta diretamente relacionado com
o grau de malignidade tumoral, estimulo da proliferacdo e sobrevivéncia celular
(Brocard et al., 2015; Gomes, Colquhoun, 2012), aumento da migracdo (Gomes e
Colquhoun, 2012) e radio-resisténcia (Huang et al., 2015; Matsuo et al., 2004).

Foi observado o aumento da expressao das sintases de PGE> mPGES-1,
MPGES-2 e cPGES em amostras de gliomas de pacientes, assim como, a
correlacdo da expressdo dessas enzimas com o grau de malignidade tumoral. A
sintase mMPGES-1 tem maior expressdo em gliomas de grau Il recorrentes (Mattila et
al., 2009). Nosso grupo de pesquisa, constatou que o aumento da expressao génica
de mMPGES-1 esta diretamente relacionado com o menor tempo de sobrevida dos
pacientes com GBM. Da mesma maneira, a diminuicdo da expressao de 15-HPGD

estd associada a menor sobrevida destes pacientes (Panagopoulos et al., 2018).
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1.6 Anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES)

A sintese de prostaglandinas pode ser inibida por anti-inflamatorios
esteroides ou anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES). Os anti-inflamatérios
esteroides inibem apenas a COX-2 bloqueando sua sintese a nivel transcricional
(Smith e Murphy, 2016). Os AINEs classicos ndo seletivos inibem as duas isoformas
de COX através de um das trés diferentes formas: 1) modificacdo covalente (ex. a
aspirina), 2) ligacdo rapida e reversivel (ex. ibuprofeno) ou 3) ligacao rapida e de
menor afinidade, seguida de ligacdo dependente do tempo, alta afinidade e ligagao
lentamente reversivel (ex. flurbiprofeno) (Vecchio, Malkowshi, 2012).

As COX-1 e COX-2 sao enzimas que apresentam 61% dos aminoacidos
idénticos e homologia de 90% dos aminoacidos presentes no sitio catalitico. Devido
a isso, ha poucos alvos com potencial para a inibicdo seletiva de uma das
isoformas. Em COX-1 a isoleucina na posi¢ao 523 foi substituida por uma valina em
COX-2 e essa diferenca estrutural consiste no principal alvo dos inibidores seletivos
(Figura 10). Outra diferenca entre as enzimas que possibilitou o desenvolvimento de
farmacos para a inibicdo especifica de COX-2 foi a auséncia de um grupo metil no
sitio ativo dessa isoforma. Desse modo, o sitio catalitico da COX-2 é cerca de 20%
maior do que o da COX-1 o que faz com que drogas volumosas como o rofecoxibe e
celecoxibe, que apresentam trés anéis ciclicos em suas estruturas, ndo consigam
acessar o sitio de COX-1 (Hawkey, 2001).
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Figura 10. Representacdo esquemética das diferencas estruturais entre os canais de ligacdo ao
substrato da COX-1 e COX-2 que permitiram o desenho de inibidores seletivos, adaptado de Grosser
et al., 2006.
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A aspirina € o unico AINE que inibe a enzima COX de maneira irreversivel,
para isso a aspirina se liga ao sitio ativo da COX e acetila a serina 530 (Ser530) e
essa acetilacdo interfere na ligagdo do AA. No entanto, a COX-2 mantém a
capacidade de catalisar a oxidacdo de AA levando a formacdo do acido 15-
hidroperoxido eicosatetraenoico (15-HETE) em vez de PGG.. Esse intermediario
lipidico serve de substrato para a via das lipoxigenases (LOX), formando lipidios
poli-hidroxilados conhecidos como lipoxinas e resolvinas desencadeadas por
aspirina. Esses lipidios tem acéo anti-inflamatéria que auxiliam nos efeitos clinicos
da aspirina (Rouzer, Marnett, 2009).

O Ibuprofeno (IBP) é um AINE que inibe a COX quase que instanteamente e
de maneira reversivel. Para que haja inibicdo da atividade catalitica de COX o IBP
deve se ligar a ambos monémeros da enzima. O IBP é rapidamente removido do
sitio ativo de COX quando as concentracfes da droga diminuem (Varrassi et al,
2019).

O uso AINEs inespecificos ocasionou efeitos colaterais como Ulceras
gastricas, faléncia renal aguda, faléncia renal crénica, hipertenséo, nefrite intesticial
cronica, retencao de sodio e fluidos (Balley et al., 2018; Hawkey, 2001), infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral e risco de mortalidade aumentada. A
ocorréncia desses efeitos adversos tornou necessario o desenvolvimento de
farmacos capazes de inibir apenas uma das duas isoformas de COX (Dubois et al.,
1998).

Diferencas estruturais entre as duas isoformas de COX, como o tamanho do
sitio catalitico e os residuos de aminoacidos isoleucina (lle) em COX-1 e valina (Val)
em COX-2, possibilitou o desenvolvimento de farmacos para a inibicdo de cada
isoforma isoladamente (Seo, Oh, 2017). Como exemplo, pode-se citar inibidores
como o SC-560 possuem maior afinidade por COX-1 e inibem especificamente essa
isoforma quando administrados em baixas concentracdes. Uma nova linha de
AINEs, chamados de coxibes, foi desenvolvida visando a reducdo dos efeitos
indesejaveis através da inibicdo especifica da COX-2. Exemplos de AINEs
inibidores especificos da COX-2 séo o celecoxibe e 0 NS-398.

Na época varios estudos mostraram que ha alta expressdo de COX-2 em
varios tipos de cancer e houve varios estudos clinicos em larga escala explorando
0os beneficios do uso crbnico de celecoxibe ou rofecoxibe para a prevencdo da

recorréncia de varios tipos de tumor, incluindo pdlipos de cdélon e glioblastoma.



46

Esses estudos, confirmaram o valor dos coxibs para este propdsito, porém
revelaram o aumento significativo da toxicidade cardiovascular associada ao uso
cronico. Neste periodo, rofecoxibe e valdecoxibe foram retirados do mercado
(Rouzer, Marnett, 2009).

Pesquisas tém sido desenvolvidas, buscando-se uma nova classe de AINE
gue module a formacao de prostaglandinas através da modulacdo da atividades das
sintases especificas. Uma alternativa que tem sido bastante estudada € a inibi¢édo
da sintase de PGE: (principal mediador lipidico em processos patolégicos) mPGES-
1. Com a inibicdo de mPGES-1 acredita-se que havera reducao de efeitos colaterais
cardiovasculares devido essa enzima néo alterar a producdo de PGI,;, uma
prostaglandina importante para a manutencdo da homeostase cardiovascular. Um
exemplo de inibidor especifico de mPGES-1 amplamente utilizado em pesquisas
cientificas é a droga CAY10526.

1.7 Justificativa

Neste estudo, hipotetizamos que as enzimas COX-1 e COX-2 regulam,
através da agéo de PGE>, a expressédo de proteinas da MEC, assim como, de seus
respectivos receptores a fim de promover a migracdo e invasao celular em GBM.
Para investigar se a inibicdo das COXs reduzem a migracao celular e se a inibicdo
farmacoldgica da sintase especifica de PGE:> (prostaglandina E sintase-1
microssomal) apresenta efeitos similares, tratamos as linhagens de glioblastoma
humano U87MG e T98G com o inibidor inespecifico de COX (ibuprofeno), o inibidor
seletivo de COX-1 (SC560), o inibidor seletivo de COX-2 (NS298), o inibidor da
mPGES-1 (CAY10526) e com PGE: exdgeno. Posteriormente, observamos 0s
efeitos de cada tratamento sobre a migracéo celular e expressdo das proteinas de
MEC: colageno tipo IV (COL4), fibronectina (FN), expresséao de vitronectina (VTN) e
laminina (LAM), assim como, seus receptores integrinas av (ITGAV), a3 (ITGA3), a5
(ITGA5), B1 (ITGB1) e B3 (ITGB3).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das COX-1 e COX-2, mPGES-1 e PGE: na migragéo celular e na
expressdo de integrinas e proteinas da matriz extracelular em linhagens de

glioblastoma humano.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a expressdo génica, por RT-gPCR, das proteinas de matriz
extracelular colageno tipo IV, laminina, vitronectina e fibronectina, assim
como, das integrinas av, a3, a5, 1 e B3 em células UB7MG e T98G tratadas
com inibidor inespecifico de COX (ibuprofeno), inibidor de COX-1 SC560,
inibidor de COX-2 NS398, inibidor de mPGES-1 CAY10526 e PGE> exdgeno.

e Analisar a expressado proteica, por Western blot, das proteinas de matriz
extracelular colageno tipo IV, laminina, vitronectina e fibronectina, assim
como, das integrinas av, a3, a5, 1 e B3 em células UB7MG e T98G tratadas
com ibuprofeno, SC560, NS398, CAY10526 e PGE:.

e Avaliar a migracdo das células U87MG e T98G tratadas com ibuprofeno,
SC560, NS398, CAY10526 e PGE, pelo ensaio de fechamento de ferida.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cultura Celular

Duas linhagens celulares de glioblastoma humano foram utilizadas neste
projeto. Células T98G foram gentilmente doadas pela Dr2 Silvya Stuchi Maria-Engler
e as células U87MG foram cedidas pelo Dr. Carlos Frederico Martins Menck ambos
docentes da Universidade de Sao Paulo.

As linhagens selecionadas apresentam caracteristicas distintas entre si. As
células U87MG séo diploides, selvagens para o gene TP53, apresentam mutacdo
para PTEN e sdo capazes de formar tumores altamente invasivos em camundongos
(ATCC® HTB-14™: CLARK et al., 2010). Enquanto que as células T98G apresentam
mutacéo para o gene TP53, sédo selvagens para o gene PTEN, além de serem em
sua maioria hiperpentaploide. A linhagem T98G ¢é altamente invasiva quando
cultivada em matrigel, porém é incapaz de formar tumores em camundongos
atimicos (ATCC® CRL-1690™ ). Ademais, essa linhagem celular apresenta alta
resisténcia a drogas como a temozolomida (TMZ) (SOUSA et al., 2015).

Ambas linhagens foram cultivadas em meio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Invitrogen, CA - EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e antibioticos (60ug/mL de estreptomicina, 60U/mL de penicilina).
As células foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO»,. Apos
atingir de 80 a 90% de confluéncia as células foram lavadas com tampéo fosfato
salino (PBS), incubadas em solucéo de tripsina (tripsina 0,05%, EDTA 1mM e NacCl
0,9%), seguido de inativacdo com DMEM acrescido de 10% de SFB e
posteriormente centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em DMEM com 10% de FBS. A suspensao de células foi distribuida
em frascos de cultura ou utilizada para plagueamento de experimentos. O
congelamento do estoque de células foi realizado em meio DMEM contendo 20% de
SFB e 10% de dimetilsuféxido (DMSO).

3.2 Curvas de crescimento celular

As linhagens U87MG e T98G foram plagueadas em placas de 24 poc¢os nas
concentracdes de 1x10% 3x10% 5x10* e 7x10* células por poco em meio de cultura

DMEM suplementado com 10% de SFB. As placas foram mantidas em estufa a
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37°C e atmosfera com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 24 horas
apos o plagueamento. Apés os periodos de 24, 48 e 72 horas (h) as células foram
lavadas com tampé&o PBS, tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. O

experimento foi realizado 3 vezes em triplicata para cada linhagem celular.

3.3 Curvas de dose-resposta

A fim de verificar o efeito dos tratamentos sobre o nimero de células viaveis
das linhagens U87MG e T98G foram realizadas curvas de dose-resposta para o
inibidor inespecifico de COX-1 e COX-2, Ibuprofeno (IBP) (Cayman Chemicals);
inibidor de mMPGES-1 CAY10526 (Cayman Chemicals) e PGE2 exdgeno (Cayman
Chemicals).

Células foram plagueadas em triplicata na concentracéo de 2x104 células por
poco em placas de 24 pocos, em 500 pl de meio DMEM suplementado com 10% de
SFB. As placas foram mantidas em cultura por um periodo de 24h, quando se
trocou o meio de cultivo por um meio contendo os tratamentos supramencionados.
Para cada tratamento foram testadas quatro concentragcbes, sendo as
concentragfes de IBP utilizadas nas células U87MG de 25 uM, 50 uM, 75 uM e 100
MM, e em células T98G de 50 pM, 100 pM, 150 pM e 200 pM. Para PGE> foram
utilizadas as concentracdes de 0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM para ambas linhagens.
O inibidor CAY10526 foi testado nas concentracées de 10 uM, 20 uM, 30 uM e 40
MM nas duas linhagens estudadas.

O meio de cultura foi trocado a cada 24h, durante o periodo de 72h, por outro
contendo os tratamentos nas concentracdes supracitadas ou o veiculo da droga
(etanol ou DMSO) no volume correspondente a maior concentracdo testada.
Utilizou-se, também, um controle que foi exposto apenas ao meio de cultura. Apds
cada periodo de tratamento, as células foram lavadas com tampao PBS, incubadas
em solucao de tripsina seguida de inativacdo com DMEM suplementado com 10%
de SFB e coradas com azul de tripan 0,04%. A contagem do numero de células
viaveis foi realizado em camara de Neubauer e visualizacdo por microscopia de

contraste de fase. Esse experimento foi realizado trés vezes.
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3.4 Tratamentos das linhagens celulares

Para a realizacdo dos experimentos subsequentes as células U87MG foram
tratadas com 100 uM de IBP ou 10 pM de PGE: pelo periodo de 72h ou 20 uM de
CAY10526 por 48h. Enquanto que as células T98G foram tratadas com 200 uM de
IBP ou 10 uM de PGE: por 72h ou 25 pM de CAY10526 por 48h. Ambas linhagens
foram tratadas com 50 uM de SC560 ou 50 pM de NS398 pelo periodo de 48h. Os
periodos e concentragdes para as drogas SC560 e NS398 foram escolhidos de
acordo com experimentos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa. A cada
24h o meio de cultura foi trocado por outro contendo os tratamentos nas mesmas
concentracfes supracitadas ou o veiculo (etanol ou DMSO).

Para a andlise da morfologia celular as células foram tratadas nas mesmas

concentracOes estabelecidas de cada tratamento por um periodo de 24h.

3.5 Analise de expresséao génica por RT-qPCR
3.5.1 Extracdo de RNA total

As células foram plagueadas em placas de 6 pocos na concentracdo de 8 x
10* células por poco em 2 ml de meio DMEM suplementado com 10% de SFB e
mantidas em cultura por 24h. Apos esse periodo as células foram tratadas conforme
descrito na secéo 3.4.

Ao fim do periodo de tratamento as células foram coletadas com solucéao de
tripsina seguida de inativacdo com DMEM suplementado com 10% de SFB e
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com PBS e
submetidas a uma nova centrifugacao, o PBS foi descartado, esse procedimento foi
realizado duas vezes. Apés as lavagens com PBS, as células foram lisadas com 1
ml do reagente TRIzol (Invitrogen) e armazenadas a -20 °C até o momento da
realizacdo da extracdo do RNA total.

A extracdo de RNA total foi realizada através da técnica de fenol-cloroférmio
de acordo com o descrito por Chomczynski and Sacchi (1987). As amostras lisadas
com TRIzol foram descongeladas em temperatura ambiente (TA) por 5 minutos
(min). ApoGs esse tempo, foi adicionado 200 ul de cloroformio e as amostras foram
reservadas por 3 min. em T.A. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a

14.000 rpm (rotacdes por minuto) durante 15 min. a 4 °C. A fase aquosa foi coletada
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e transferida para tubos de 1,5 ml limpos. Em seguida, foram adicionados 500 pl de
isopropanol a fase aquosa e as amostras foram agitadas por inversdo e mantidas
em T.A. por 10 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm
por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1
ml de etanol 95%. O precipitado foi ressuspendido por inversao e, posteriormente,
centrifugado a 7.500 rpm a 4°C por 5 min. Apés a centrifugacdo o etanol foi
descartado e o precipitado foi submetido a um novo ciclo de lavagem com etanol
95% seguido de centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de
RNA total foi seco ao ar livre em T.A. e, por fim, ressuspendido em 30 uL agua
DEPC (dimetil pirocarbonato) inativada. O RNA foi quantificado em equipamento
Epoch. A pureza do RNA foi confirmada por espectrofotometria utilizando o célculo
da razado entre A260 nm e A280 nm, sendo o RNA considerado adequado para a
realizacdo dos experimentos quando o resultado da razdo A260/A280 ficou entre 1,8
e 2. O RNA total foi armazenado a -20 °C até o momento da sintese de DNA
complementar (CDNA).

3.5.2 Sintese de DNA complementar

A sintese de cDNA foi realizada através da técnica da reacdo da
transcriptase reversa seguida de reacdo da cadeia da polimerase (RT-PCR),
utilizando a enzima MMLV- transcriptase reversa (Invitrogen®). Para isso foram
adicionados 2 pyL de Random Primer®, 2 pL de solugao de dNTP (10 mM), 2 ug do
RNA de interesse e o volume de agua ultrapura autoclavada necessario para
completar 12 uL de solugdo em cada tubo de reacdo. A solucdo foi misturada e
entdo aquecida a 65 °C por 5 min. em um termociclador. Imediatamente apés o
periodo de incubacdo a 65 °C as amostras foram acondicionadas em gelo. Em cada
tubo de reacgao foram adicionados 4 uL de tampao 5X First-Strand, 2 yL de 0,1M de
Ditiotreitol (DTT) e 1 ul de inibidor de RNAse (20U/ul). As amostras foram
misturadas e incubadas no termociclador a 37 °C por 2 min. Posteriormente, as
amostras foram colocadas no gelo e 1 yL da enzima MMLV-RT foi adicionado em
cada tubo. As amostras foram misturadas e submetidas a ciclos com as seguintes
temperaturas e tempos: 25 °C por 10 min., 37 °C por 50 min. e 70 °C por 15 min. A
amplificacdo e a integridade dos cDNAs resultantes foi confirmada por eletroforese

(100V) em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, o resultado foi
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visualizado no sistema de captura de imagens Gene-box. Os cDNAs foram
armazenados a -20°C.

3.5.3 Desenho de primers

Os primers utilizados neste trabalho foram desenhados com base nas
sequéncias disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) para os genes das
proteinas de matriz extracelular laminina (subunidade Y1), fibronectina, vitronectina
e colageno tipo IV, assim como, para os genes dos receptores integrina av, integrina
a3, integrina a5, integrina B1 e integrina 3.

Para o desenho foi utilizado o programa PerlPrimer V1.1.21 descrito por
Marshall, 2004. A especificidade dos oligonucleotideos desenhados foi testada in
silico através do programa PerlPrimer e da ferramenta Primer Blast do Nacional
Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Todos
os primers foram obtidos da Thermo Fisher Scientific do Brasil.

3.5.4 Teste de temperatura dos primers

O teste para a escolha da temperatura de anelamento ideal para cada par de
oligonucleotideo desenhado foi realizado através da reacdo de PCR convencional.
Para cada primer foram testadas quatro temperaturas: 54,2 °C; 56,5 °C; 59,1 °C e
61,8 °C e primers para o0 gene TBP (TATA binding protein) foram utilizados como
controle positivo da reacdo. O controle negativo foi realizado, substituindo-se o
volume de cDNA por agua ultrapura autoclavada.

A reacdo de RT-PCR foi realizada utilizando-se os reagentes da Platinum
TAQ DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific). A solu¢cdo de reacéo foi preparado
com 0,5 pl de solucdo de dNTP (10 mM), 0,75 ul de MgCl, (1,5 mM), 5 ul de PCR
Buffer 10X, 1 pl de cada primer (10 mM), 0,25 ul da enzima Platinum TAQ DNA
polimerase, 1 yl de cDNA e agua ultrapura no volume suficiente para completar 25
pl de solugdo em cada tubo de reacao.

As amostras foram colocadas em termociclador e submetidas a 40 ciclos de
PCR nas seguintes condi¢des: 95 °C por 1 min (desnaturacdo), temperatura de
anelamento a ser testada por 1 min, 72 °C por 1 min (extensao). Apos realizacédo de
40 ciclos de PCR convencional todas as amostras foram submetidas a eletroforese

em gel de agarose 1% a 75 Volts, exceto a amostra do gene de integrina av cuja
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eletroforese foi realizada em gel de agarose 2% a 100V. O resultado da eletroforese
foi visualizado no sistema de captura Gene-box.

A escolha da temperatura de anelamento ideal para cada par de primer foi
baseada na intensidade das bandas observadas no gel de agarose, como
demonstrado na Figura 1. Primers foram considerados adequados para a etapa de
padronizagdo por PCR em tempo real se ndo apresentaram mais que uma banda no
gel de agarose (especifico) e amplicons de tamanho superior a 300 pb (pares de

base).

3.5.5 Teste de concentragéo dos primers

Para verificar a concentracdo ideal de primers a ser utilizada nas reacdes de
PCR em tempo real pelo método SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), foram utilizadas trés concentracbes de primers em
reacdes de RT-gPCR, sendo elas 200 nM, 400 nM e 800 nM. Para isso utilizou-se 6
pl de SYBR Green, 1,5 pl de cada primer diluido e 3 pl de cDNA de interesse (5 ng),
sendo o volume final da reagao de 12 pl. As reacdes foram realizadas em duplicata
no equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)
nas seguintes condicdes: 50 °C por 2 min., 95 °C por 10 min (ativacao), 40 ciclos de
95 °C por 15 segundos (seg) (desnaturacao) e 56,5 ou 59,1 °C - de acordo com o
resultado do teste de temperatura - por 1 min (anelamento e extensao). Os controles
negativos das reacfes foram feitos substituindo o volume de cDNA por agua
ultrapura autoclavada. Primers para o gene de TBP foram utilizados na
concentracdo de 200 nM, como controle positivo da reacdo. A escolha da
concentracdo de primers adequada para a realizacgdo de PCR em tempo real
baseou-se na concentracdo minima de primers necessaria para a ocorréncia de
amplificacdo dos genes de interesse, ja que quanto maior a concentracdo de
primers utilizada na reacdo, maior a chance da ocorréncia de dimeros de primer.
Para tanto, a curva de amplificacdo foi analisada observando-se o numero de ciclos
(CT) necessarios para que a fluorescéncia do reagente SYBR Green, associado ao
produto de amplificacdo (amplicon) atingisse o limiar de deteccdo do aparelho
(Threshold). A menor concentracdo de primers que apresentou o menor valor de CT

foi escolhida.
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Além da concentracdo de primer, a especificidade dos primers nas reacdes
de RT-gPCR também foi avaliada através da analise da curva de dissociagdo. A
presencga de um pico unico na curva de dissociacdo é imprescindivel nas reagdes de
RT-gPCR ja que indica a especificidade do primer. Todos os primers utilizados para
a quantificacao relativa da expressao dos genes alvo deste projeto apresentaram 0s

parametros necessarios para a realizacdo de PCR em tempo real.

3.5.6 Teste de eficiéncia dos primers

A eficiéncia de amplificacdo dos primers utilizados nas reacdes de RT-gPCR
deve ser calculada, ja que esse valor € utilizado para o calculo da expressao génica
relativa. Para a realizacdo do teste de eficiéncia dos oligonucleotideos foram
realizadas diluigbes seriadas de cDNA nas seguintes concentragdes: 5 ng/ul, 2,5
ng/ul, 1,25 ng/pl, 0,625 ng/ul e 0,3125 ng/ul. As reagbes aconteceram em duplicata
para cada concentracdo de cDNA nas mesmas condi¢cbes supramencionadas e
utilizando-se as temperaturas de anelamento e concentracbes de primers
estabelecidas nas etapas anteriores.

Utilizando-se os valores médios dos CTs (Cycle Threshold) obtidos para cada
concentracdo de cDNA testada, foi obtida uma curva padrdo para cada par de
primer. Com essa curva padrdo obtivemos a regressao linear de uma reta e um
valor de coeficiente angular. O coeficiente angular da reta foi utilizado para o calculo
da eficiéncia de amplificacdo segundo a férmula:

Ezlo-l/slope

onde: E= eficiéncia de amplificacdo e slope = coeficiente angular da reta.

Aceitou-se valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,1 (Rasmussen, 2001).
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Figura 11. Padronizacdo de primers para RT-qPCR. A. Teste de temperatura dos primers para o
gene de ITG a3. Bandas da esquerda para direita representam as amostras submetidas a PCR
convencional nas temperaturas 54,2°C, 56,5°C, 59,1 °C e 61,8°C, respectivamente, seguidas do
controle negativo e o controle endogeno (TBP) B. Curva de amplicacdo do teste concentracdo de
primers de ITG a3 por RT-gPCR C. Curva de dissociacdo do teste concentracdo de primers de ITG
a3 por RT-qPCR. D. Curva de amplicagao do teste eficiéncia dos primers de ITG (31 por RT-qPCR. E.
Curva de dissociacdo do teste eficiéncia de primers de ITG 1 por RT-gPCR. F. Curva padréo dos
primers de ITG a3.

Curva de concentracdo de primers por RT-qPCR

3.5.7 Reacado de PCR em tempo real

A quantificagdo da expressao dos genes alvo deste projeto foi realizada pelo

método SYBR Green, conforme descricdo anterior. Utilizou-se os cDNAs de
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interesse na concentragdo de 5 ng/ul e os primers especificos nas condigbes
estabelecidas durante a padronizacdo, vide Tabela 1. Em todas as reag0es,
utilizaram-se primers para TBP como controle endégeno para normalizacdo das
amostras (Panagopoulos et al., 2018).

Tabela 3. Primers utilizados na rea¢fes de RT-gPCR

Gene alvo Sequéncias (5-3’) Temperatura | Concentracdo | Amplicon
de anelamento

Laminina ( Y1) | FW: TCCCAAAGTTCTCAAGTCCT 59,1 °C 400 nM 74 pb
RV: GTCCATTACATTTACATCTGCCAC

Fibronectina | FW: CAAGTATGAGAAGCCTGGGTCT 59,1°C 200 nM 213 pb
RV: TGAAGATTGGGGTGTGGAAG

Vitronectina | FW: CTCTGGATGGGTTCACAGGT 59,1°C 200 nM 250 pb
RV: GCCGCATCTACATCTCAGG

Colageno IV | FW:ATCACGAAATGACTACTCGTACT 59,1°C 200 nM 109 pb
G

RV:
CACAGCACACCTACTAATAAATGG

Integrina av | FW: GAAAAGAATGACACGGTTGC 59,1°C 200 nM 51 pb
RV: AGTGATGAGATGGTCCCGCT
1
Integrina a3 | FW: CCTGCATCTCTGTGAAGCCTC 59,1°C 200 nM 155 pb
RV: CCAGAATTGGTCCCCTCCTC
1
Integrina a5 | FW: TCGGGGGCTTCAACTTAGAC 59,1°C 200 nM 112 pb
RV: ACACTGACCCCGTCTGTTC
1
Integrina B1 | FW: 59,1°C 200 nM 189 pb
GTGGTTGCTGGAATTGTTCTTATT

RV: TTTTCCCTCATACTTCGGATTGAC

Integrina B3 | FW: TAGAAGAGCCAGAGTGTCCC 59,1°C 400 nM 115 pb
RV:
GTGATGAGGAGTTTCCAGATGAG

TBP FW: CCACTCCACTGTATCCCTCC 56,5°C 200 nM 286 pb
RV: GACTGTTCTTCACTCTTGGCT

Ao término das reacdes, os valores referentes aos Cts das amostras tanto
para os gene alvo quanto para o controle enddégeno foram coletados e o célculo da
expressao génica diferencial foi realizado de acordo com a férmula descrita por
Livak e Schmittgen (2001).

ACT=CTaw-CT endégeno AACT = ACT tatado - ACT controle
Expressao diferencial = E-22CT | onde E= valor da eficiéncia do par de primers

do gene alvo. Esse experimento foi realizado trés vezes.
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3.6 Western blot

Visando analisar a influéncia dos tratamentos na expressédo proteica das
moléculas de matriz extracelular e integrinas alvo deste projeto, células US7MG e
T98G foram plaqueadas em frascos de cultura de 25 cm? na concentracéao de 2,5 x
10° células em 3 ml de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Os frascos
foram mantidos em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO> por 24h. Apos esse
periodo o meio de cultivo foi trocado por outro contendo 0s tratamentos
discriminados na secéo 3.4.

Depois do periodo de tratamento as células foram lavadas trés vezes com
tampéo PBS gelado e lisadas com 40-60 pl de tampéao de lise (10 mM TrisBase, 100
mM NaCl, 1 M EDTA, 1% Triton, inibidor de protease, pH 7.6) em gelo por 30 min.
Posteriormente, os lisados celulares foram coletados utilizando-se raspador de
células e centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes
foram coletados, transferidos para tubos limpos e submetidos a quantificacdo total
de proteinas atraveés do método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Apoés a quantificacdo, as amostras foram misturadas com tampao Laemmli
2X (20% dglicerol, 1M Tris pH 6.8, 10% SDS, 0.2% azul de bromofenol, 5% -
mercaptoetanol) e incubadas a 95 °C por 5 min. As amostras de proteinas, 30 ng
para células U87TMG e 25 ng para as células T98G, foram separadas por
eletroforese em gel SDS-PAGE na concentracédo de 8% a 100V. Posteriormente, as
proteinas foram eletrotransferidas a membranas de nitrocelulose (Protan BA 85, Life
Science) pelo método de transferéncia imida a 100V, 0,25A por um periodo de 3h.
Em seguida, para verificar a qualidade do processo de transferéncia das proteinas,
as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau red 0,1% em 5% de
acido acético por 3 min. Entdo, as membranas foram lavadas com tamp&o Tris
salino (TBS) e imagens foram coletadas utilizando o equipamento Gene-box.

As membranas foram bloqueadas com 5% leite em p6 desnatado ou com 1%
de albumina em TBS acrescido de 0,1% de Tween 20 (TBST) por 1h em T.A sob
agitacdo constante. Depois, as membranas foram lavadas com TBST por 5 min e
incubadas com solucdo de anticorpos primarios em TBST por 2,5h em T.A sob
agitacdo, a especificacdo dos anticorpos utilizados, suas respectivas diluicdes e

proteinas alvo esta descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Anticorpos utilizados nas reacdes de Western blot.

Proteina alvo Origem Fabricante/Codigo Diluicéo Peso
molecular
Laminina ( Y1) Coelho Abcam - ab11575 1:1000 > 200 kDa
1
Fibronectina Coelho Abcam - ab23750 1:1000 220 kDa
1
Coléageno IV Coelho Abcam - ab6586 1:1000 300 kDa
1
Integrina av Coelho Cell Signaling - 4711 1:1000 140 kDa
1
Integrina a3 Coelho Millipore - ab1920 1:500 130 kDa
1
Integrina a5 Coelho Cell Signaling - 98204 1:1000 140 kDa
1
Integrina 31 Coelho Cell Signaling - 34971 1:1000 115/135 kDa
1
Integrina 33 Coelho Cell Signaling - 13166 1:1000 100 kDa
1
B-actina Coelho Abcam - ab75186 1:3000 42 kDa
1
IgG de coelho Burro Abcam - ab6802-1 1: 2000 ok

Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes com 0,1% TBST
por 5 min e, em seguida, incubadas com anticorpo secundario (dirigidos contra as
imunoglobulinas da espécie animal em que foram produzidos os anticorpos
primarios) conjugado a enzima peroxidase de rabano (HRP) por 1h em T.A, sob
agitacdo. Apos a incubacdo com o0s anticorpos secundarios, as membranas foram
lavadas trés vezes com 0,1% TBST por 5 min e expostas ao reagente ECL
(Enhanced Chemiluminescence) (Bio-Rad). Os sinais quimioluminescentes foram
detectados utilizando-se o0 equipamento Gene-box e 0 programa GeneSys (versao
1.4.3.0). As imagens capturadas foram analisadas no programa ImageJ. Esse

experimento foi realizado trés vezes.

3.7 Ensaio de fechamento de ferida

Células U8B7MG e T98G foram plagueadas em duplicata em placas de 24
pocos nas concentraces de 5 x 104 e 6 x 10* células por poco, respectivamente, e
mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO.. Ap0s 24 h as células foram

tratadas conforme descrito na secéo 3.4.
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Nas ultimas horas de tratamento (6 h para as células UB7MG e 12 h para as
células T98G) foi realizada uma ferida na monocamada de células utilizando-se uma
ponteira de 200 pL estéril. As células foram lavadas 3 vezes com PBS e 0 meio com
0S respectivos tratamentos e controles foi adicionado aos pogos. Imagens foram
coletadas imediatamente ap0s a realizacdo da ferida e apds o periodo de migracao
de cada linhagem. As imagens foram analisadas utilizando-se o software ImageJ.

Esse experimento foi realizado trés vezes.

3.8 Andlise de morfologia celular

Células U8B7TMG e T98G foram plagueadas em Ilaminula estérii na
concentracdo de 2 X 10* células por laminula. Apds o periodo de 12 h o meio de
cultura foi trocado por outro contendo os tratamentos, conforme descrito na secao
3.4. ApoOs 24h, as ceélulas foram lavadas com PBS e fixadas com 4% de
paraformoldeido em tamp&do PBS por 30 min. ApGs a fixacdo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS por 5 min e submetidas a permeabilizagdo com 0,1%
de Triton X-100 em PBS por 5 min. Em seguida, foram lavadas trés vezes com PBS
e coradas, ao abrigo da luz, com faloidina diluida em PBS 1X na concentracdo de
1:1000 por 1h. Apds esse periodo, a solucdo de faloidina foi retirada, as células
lavadas por trés vezes de 5 min com PBS e coradas por 10 min com DAPI diluido a
1:1000. A solucéo de DAPI foi removida e as laminulas foram lavadas com PBS trés
vezes de 5 min, seguida de 2 lavagens com agua ultrapura. Laminas foram
montadas em meio Vectashield e observadas em microscopio de fluorescéncia.

Imagens de cada laminula foram coletadas nos aumentos de 400X.

3.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5. As curvas de dose resposta sdo apresentadas como média + desvio
padrao (SD). A significancia estatistica foi determinada por two-way ANOVA seguida
do teste Bonferroni. Os resultados do RT-gPCR e ensaios de ferida foram
analisados através do teste T-Student, diferencas foram consideradas significativas

se p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Curvas de crescimento celular

O crescimento celular pode ser compreendido como o0 aumento coordenado
de todos os constituintes celulares associado ao aumento do tamanho da célula, ou
como um termo referente ao aumento do numero de células como resultado da
multiplicagdo celular. Neste trabalho, o termo crescimento celular se refere ao
aumento do numero de células da populacdo estudada. Para este fim, as células
U87MG e T98G foram plaqueadas em quatro diferentes concentracbes, em placas
de 24 pocos e submetidas a contagem em camara de Neubauer apés os periodos
de 24, 48 e 72h. Nos periodos analisados nao foi possivel a observacao das fases
estacionaria e de declinio da curva de crescimento das linhagens U87MG (Figura
12-A) e T98G (Figura 12-B) em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 12. Curva de crescimento celular de linhagens de glioblastoma humano. A. U87MG B. T98G
n=3.

Ambas linhagens apresentaram baixo crescimento na concentragdo de 1x104
em todos os periodos analisados. As concentracées de 5 e 7x10% ndo poderiam ser
utilizadas para experimentacdo, pois em caso de experimentos com duracdo de 72
horas as células poderiam sofrer estresse devido a alta confluéncia em cultura,
especialmente em caso de exposicao a tratamentos que estimulem a proliferacao
celular. Dessa maneira, a concentracdo testada que mais se aproximou do ideal
para experimentacdo foi 3x10* células por pogo. No entanto, durante as
experimentacdes foi identificado que a concentracdo de 2x10“ células por poco
atendia melhor aos objetivos do projeto sendo, portanto, esta a concentragao de

escolha para a realizagcéo dos experimentos.
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4.2 Curvas de dose-resposta

A fim de verificar o efeito dos tratamentos sobre o nimero de células viaveis
das linhagens U87MG e T98G foram realizadas curvas de dose-resposta para
Ibuprofeno (IBP), CAY10526 e PGEo-.
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Figura 13. Curva de dose-resposta de células U87MG tratadas com ibuprofeno (IBP),
CAY10256 e PGE, A. Células com IBP. B. Células tratadas com CAY10526. C. Células tratadas
com PGE2. A significAncia foi determinada por two-way ANOVA seguida de Bonferroni teste (*,
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001), n=3.
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Foi observada a reducéo significativa (18,44%) do numero de células U87MG
apos o tratamento com 100 pM de IBP por 72h (Figura 13-A). As demais
concentragbes testadas nao apresentaram efeito estatisticamente significado no
namero de células. Dessa forma, para a realizacdo dos experimentos subsequentes,
a concentracdo e tempo de tratamento com IBP escolhidos para esta linhagem
celular foi de 100 uM por 72h. As células U87MG tratadas com CAY10526 por 48h
nas concentracées de 20 uM, 30 uM ou 40 pM apresentaram reducédo do namero de
células em 33,23%, 42,28% e 46,33%, respectivamente.

Apos 72h de tratamento com CAY 10526 as células U87MG sofreram reducéo
significativa do niumero de células em todas as concentracfes testadas (22,33%,
35,35%, 58,29% e 68,77%). Como pode ser observado na Figura 13-B, o efeito da
droga CAY10526 sobre o numero de células U87MG foi diretamente dependente da
dose e do tempo. Observe que na concentracdo de 40 uM CAY10526 manteve o
numero de células praticamente inalterado durante todos os periodos testados. Para
a realizagdo dos experimentos com a linhagem U87MG, foi escolhida a
concentracdo de 20 uM de CAY10526 pelo periodo 48h. O tratamento com 10 uM
de PGE2 aumentou em 24,39% o numero de células U87MG apos 72h, sendo, este
0 tempo e a concentracdo de tratamento escolhidos, Figura 13-C.

As células T98G geralmente sdo mais resistentes a drogas utilizadas no
tratamento de GBM, entdo foi decidido testar concentracdes de IBP mais altas
nessa linhagem, séo elas: 50 uM, 100 pM, 150 uM e 200 pM. Como pode ser
observado na Figura 14-A, IBP reduziu significativamente (26,56%) o numero de
células T98G na concentracédo de 200 uM apds tratamento por 72h, sendo estas as
condicBes de tratamento escolhidas.

A droga CAY10526 reduziu em 46,66% e 56,45% o0 numero de células T98G
apos 48h de tratamento nas concentracdes de 30 UM e 40 UM, respectivamente. Em
72h, CAY10526 reduziu o numero de células T98G nas concentracfes de 20 uM, 30
UM e 40 pM, respectivamente 42,04%, 59,26% e 76,65%, Figura 14-B. Assim como
observado na linhagem U87MG, o de CAY10526 sobre o niumero de células T98G
foi diretamente dependente da dose e do tempo, e a concentracdo de 40 uM
manteve o numero de células muito similares durante todos os periodos testados.
Para o tratamento da linhagem T98G com CAY10526 nos experimentos seguintes

foi escolhida a concentracdo de 25 uM pelo periodo de 48h.
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O tratamento com PGE2 por 72h estimulou o aumento do namero de células
nas concentracbes de 1 pM, 5 pM e 10 pM em 11,92%, 23,47% e 30,34%,
respectivamente, Figura 14-C. Para a realizacao dos experimentos subsequentes foi
escolhida a concentracédo de 10 uM pelo periodo de 72h.
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Figura 14. Curva de dose-resposta de células T98G tratadas com ibuprofeno (IBP), CAY10256
e PGE, A. Células com IBP. B. Células tratadas com CAY10526. C. Células tratadas com PGEz. A
significancia foi determinada por two-way ANOVA seguida de Bonferroni teste (*, p<0.05; **, p<0.01;
*** p<0.001), n=3.
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As concentracdes e periodos de tratamento escolhidos para cada uma das

linhagens estudadas estéo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Tratamentos utilizados nas curvas de dose-resposta e concentracdes
selecionadas

Concentracdes Selecionadas

Tratamento Alvo Concentracdes
U87MG T98G

25uM 50 pM
Ibuprofeno COX-1 50 uM 100 uM 100 uM 200 uM

(IBP) COX-2 75 UM 150 uM
100 uM 200 pM

0,1 uM
PGE: bl 1uM 10 uM 10 uM
5uM
10 uM

10 uM
CAY10526 mPGES-1 20 uM 20 uM 25 uM
30 uM
40 uM

4.3 PCR em tempo real

4.3.1 Proteinas de matriz extracelular

A fim de verificar os efeitos dos tratamentos com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE> na expressao de mRNA dos genes de LAM, COL4, FN e VTN
nas linhagens U87MG e T98G, foi realizada a técnica de PCR em tempo real. Os
graficos representam a expressdo relativa de cada gene alvo normalizado pelo
controle endégeno TBP e a andlise estatistica se deu comparando o efeito do
tratamento com seu respectivo veiculo EtOH ou DMSO.

Como pode ser observado na Figura 15-A, houve a diminuicdo significativa
da expressao génica de LAM em células U87MG tratadas com IBP e CAY10526. A
exposicdo das células a PGE> estimulou o aumento da expressdo de mRNAs de
LAM. A inibicdo de COX-1 com SC560 na linhagem U87MG aumentou a expressao
génica do gene de COL4, enquanto que a inibicdo de mPGES-1 com CAY10526

reduziu os niveis de mRNA de COL4, Figura 15-B. Apesar de nao ser
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estatisticamente significativo, o tratamento das células U87MG com PGE, mostrou

uma tendéncia a aumento da expressdo génica de COL4 (p=0,0517).

Il CAY10526 Il cAv10526

.
—
I rcE, L i i Il PGE,
0

Figura 15. Expresséo génica de proteinas de matriz extracelular em células U87MG tratadas
com IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE; A. Niveis de mRNA de laminina B. Niveis de mRNA de
colageno tipo IV C. Niveis de mRNA de fibronectina D. Niveis de mRNA de vitronectina. A
significancia foi determinada por teste paramétrico Student’s t-test pareado (*, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001), n=3.
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Os tratamentos com SC560 e CAY10526 reduziram a expressao do gene de
FN nas células UB7MG, Figura 15-C. Os demais tratamentos ndo apresentaram
alteracoes significativas nos niveis de mRNA de FN nesta linhagem. Como pode ser
observado na Figura 15-D, IBP e CAY10526 reduziram a expressao génica do gene
de VTN nas células US7MG.

Diferente do observado na linhagem U87MG, a analise dos niveis de mRNA
do gene LAM e COL4 na linhagem T98G mostrou reducdo da expressao génica
apos o tratamento com todos os inibidores de COX e mPGES-1 testados, Figura 16-
A e 16-B. SC560, NS398 e CAY10526 diminuiram os niveis de mRNA do gene de

FN nas células T98G, Figura 16-C. Ja o gene de VTN apresentou expressao
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reduzida na linhagem estudada quando as enzimas COX foram inibidas com IBP,
SC560 ou NS398, Figura 16-D.
As alteracfes na expressdo génica das proteinas de MEC alvos deste projeto

mostraram padrao distinto entre as linhagens estudadas expostas aos diferentes

tratamentos.
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Figura 16. Expressao génica de proteinas de matriz extracelular em células T98G tratadas com
IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE,. A. Niveis de mRNA de laminina B. Niveis de mRNA de
colageno tipo IV C. Niveis de mRNA de fibronectina D. Niveis de mRNA de vitronectina. A
significancia foi determinada por teste paramétrico Student’s t-test pareado (*, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001), n=3.

4.3.2 Integrinas

A interacdo entre as células e proteinas da MEC, imprescindivel para o
processo de migracdo celular, € mediada por uma ampla gama de receptores
extracelulares. A principal familia desses receptores sdo as ITGs. Objetivando
verificar os efeitos dos tratamentos com IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE> na
expressdo de mRNA dos genes das subunidades de ITGs av, a3, a5, 31 e B3 nas
linhagens U87MG e T98G, foi realizada a técnica de PCR em tempo real. Os
graficos representam a expressdo relativa de cada gene alvo normalizado pelo
controle endégeno TBP e a analise estatistica se deu comparando o efeito do

tratamento com seu respectivo veiculo EtOH ou DMSO.
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Andlise de expressdo génica na linhagem U87MG mostrou que o tratamento
com IBP reduz a expressdao de mRNAs de ITG a3, Figura 17-A. Ja o tratamento
desta linhagem com CAY10526 levou a redugcdo da expressédo génica da ITG a5,
Figura 17-B. Nenhum dos tratamentos testados alterou significativamente a
expressao da ITG 31, Figura 17-C. A inibicdo da mPGES-1 com CAY10526 reduziu
os niveis de mMRNA do gene da ITG 33, Figura 17-D. A expressao génica da ITG av
foi modulada negativamente quando as células foram tratadas com IBP e
CAY10526, Figura 17-E. Por outro lado, o tratamento com PGE: estimulou o
aumento da expressao génica de ITG av nesta linhagem, Figura 17-F.
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Figura 17. Expresséo génica de subunidades de integrinas em células U87MG tratadas com
IBP, CAY10526 e PGE;. A. Niveis de mRNA de ITG a3 B. Niveis de mRNA de ITG a5 C. Niveis de
MRNA de ITG B1 D. Niveis de mRNA de ITG 3. E. Niveis de mRNA de ITG av. A significancia foi
determinada por teste paramétrico Student’s t-test pareado (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001), n=3.
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Analise de expressédo génica na linhagem T98G mostrou que os tratamentos
com SC560, NS398 e CAY10526 reduzem os niveis mRNAs de ITG a3 (Figura 18-
A). Os tratamentos com os inibidores especificos de COX-1, SC560 e COX-2,
NS398 diminuiram os niveis de mRNA de ITG a5 (Figura 18-B). SC560, NS398 e
CAY 10526 reduziram significativamente os niveis de mRNA de ITG 31 na linhagem
T98G (Figura 18-C). Houve reducdo da expressdo do gene da ITG B3 em células
T98G tratadas com SC560 (Figura 18-D). Os tratamentos com todos os inibidores
especificos SC560, NS398 e CAY10526 reduziram os niveis de mRNA do gene da
ITG av nesta linhagem (Figura 18-E). E possivel observar que, mais uma vez, a
expressdo dos genes estudados mostrou respostas distintas para as duas linhagens

expostas aos diferentes tratamentos.
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Figura 18. Expressao génica de subunidades de integrinas em células T98G tratadas com IBP,
CAY10526 e PGE;. A. Niveis de mRNA de ITG a3 B. Niveis de mRNA de ITG a5 C. Niveis de
MRNA de ITG B1 D. Niveis de mRNA de ITG 3. E. Niveis de mRNA de ITG av. A significancia foi
determinada por teste paramétrico Student’s t-test pareado (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001), n=3.



69

4.4 \Western blot

4.4.1 Proteinas de matriz extracelular

A fim de verificar os efeitos dos tratamentos com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE> na expressdo das proteinas LAM, FN e COL4 nas linhagens
U87MG e T98G, foi realizada a técnica de western blot. Os graficos representam a
densitometria da proteina alvo normalizada pelo controle enddégeno a proteina -
actina. A andlise estatistica se deu comparando o efeito do tratamento com seu
respectivo veiculo EtOH ou DMSO.

Os tratamentos com IBP (Figura 19-B) e SC560 (Figura 19-C) e NS398
(Figura 19-D) nédo alterou a expressdo de LAM nas células US7TMG. As células
U87MG tratadas com CAY10526 diminuiram significativamente a expressdo da
proteina LAM (Figura 19-E). E possivel visualizar esse efeito na Figura 19-A. PGE>

nao alterou significativamente a expressao de LAM.
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Figura 19. Expressdo de laminina em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE». A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de LAM
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de LAM em células tratadas com SC560 D.
Gréfico de densitometria de LAM em células tratadas com NS398. E. Grafico de densitometria de
LAM em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de LAM em células tratadas
com PGE:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05), n=3.

A linhagem U87MG tratada com IBP (Figura 20-B), SC560 (Figura 20-C) e
NS398 (p<0,0642, Figura 20-D) ndo apresentou alteracbes na expressao da

proteina FN. CAY10526 reduziu significativamente a expressdo de FN nas células

U87MG (Figura 20-E) e PGE2 ndo apresentou efeito estatisticamente significativo.
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Figura 20. Expressao de fibronectina em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Gréfico de densitometria de FN em
células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de FN em células tratadas com SC560 D.
Gréfico de densitometria de FN em células tratadas com NS398. E. Grafico de densitometria de FN
em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de FN em células tratadas com
PGE:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001), n=3.

O tratamento das células T98G com IBP (Figura 21-B) ou NS398 (Figura 21-
D) néo alterou significativamente a expressao de LAM. Células T98G tratadas com
SC560 aumentaram significativamente a expressdo de LAM (Figura 21-C). O
inibidor CAY10526 reduziu significativamente a expressdao de LAM nas células
T98G (Figura 21-E). Em contrapartida, PGE> induziu a producdo de LAM nesta
linhagem (Figura 21-F).
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Figura 21. Expresséao de laminina em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398, CAY10526
e PGEz. A. Imagem representativa de western blot B. Gréafico de densitometria de LAM em células
tratadas com IBP C. Gréfico de densitometria de LAM em células tratadas com SC560 D. Gréfico de
densitometria de LAM em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria de LAM em
células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de LAM em células tratadas com PGE:-.
A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05; **, p<0.01), n=3.

Os tratamentos com IBP, SC560, NS398 e PGE:> ndo alteraram
significativamente a expressdo da proteina FN nas células T98G. O inibidor
CAY10526 reduziu significativamente a expressao de FN na linhagem T98G (Figura
22-E).
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Figura 22. Expressdo de fibronectina em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Gréfico de densitometria de FN em
células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de FN em células tratadas com SC560 D.
Gréfico de densitometria de FN em células tratadas com NS398. E. Grafico de densitometria de FN
em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de FN em células tratadas com
PGE:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001), n=3.

Os tratamentos com IBP (Figura 23-B) ou PGE: (Figura 23-F) ndo alteraram
significativamente a expressado da proteina COL4 nas células T98G. Os inibidores
NS398 (Figura 23-D) e CAY10526 (Figura 23-E) reduziram significativamente a
expressdo de COL4 na linhagem T98G. O tratamento com SC560 aumentou

significativamente a expressao de COL4 nas células T98G.
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Figura 23. Expressao de colageno tipo IV em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE,. A. Imagem representativa de western blot B. Gréfico de densitometria de COL4
em células tratadas com IBP C. Gréfico de densitometria de COL4 em células tratadas com SC560
D. Gréfico de densitometria de COL4 em células tratadas com NS398. E. Gréfico de densitometria de
COL4 em células tratadas com CAY10526. F. Gréfico de densitometria de COL4 em células tratadas
com PGE:2. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001),
n=3.

Os resultados demonstram que a inibicdo de apenas uma das isoformas de
COX pode acarretar em respostas celulares opostas. Geralmente, a inibicdo de
COX-1 com o inibidor SC560 induziu ao aumento da expressao das proteinas da
MEC na linhagem T98G. Também € possivel observar que um mesmo inibidor
(SC560) pode induzir respostas celulares diferentes em linhagens distintas.

Diferente do observado com a inibicdo das COXs, a inibicdo de mPGES-1

com o inibidor CAY10526 reduziu a expressdo de todas as proteinas de MEC
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analisadas neste projeto. Esse fendmeno foi observado nas duas linhagens
estudadas. Devido a variacdo experimental, ndo foi possivel observar o efeito de
PGE:2 sobre a expresséo de proteinas da matriz, com exce¢édo de LAM na linhagem

T98G cuja expressao foi significativamente aumentada apos o tratamento.

4.4.2 Integrinas

A fim de verificar os efeitos dos tratamentos com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE:> na expressao das integrinas a3, a5, av, 31 e 3 nas linhagens
U87MG e T98G, foi realizada a técnica de western blot. Os graficos representam a
densitometria da proteina alvo normalizada pelo controle enddgeno a proteina -
actina. A analise estatistica se deu comparando o efeito do tratamento com seu
respectivo veiculo EtOH ou DMSO.

A analise da expresséo proteica da ITGa3 na linhagem U87MG n&o pode ser
avaliada estatisticamente pelo fato do experimento ter sido realizado apenas duas
vezes. No entanto, € possivel observar na Figura 24 que o tratamento desta
linhagem com IBP, SC560 e PGE. ndo mostrou alteragdo da expressdo deste
receptor. Por outro lado, NS398 levou a reducao de 37,5% dos niveis de ITGa3 nas
células US7MG (Figura 24-D). O efeito de CAY 10526 sobre a expressao de ITG a3

em células U87MG néao foi avaliado.
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Figura 24. Expressao de Integrina a3 em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398 e
PGE.. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG a3 em células
tratadas com IBP C. Gréfico de densitometria de ITG a3 em células tratadas com SC560 D. Grafico
de densitometria de ITG a3 em células tratadas com NS398. E. Gréfico de densitometria de ITG a3
em células tratadas com PGE2, n=2.

Os niveis proteicos de ITG a5 foram mensurados em células U87MG tratadas
com IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE.. Células tratadas com IBP (Figura 25-
B) e PGE: (Figura 25-E) ndo alteraram a expressao desta integrina. Enquanto que
SC560 (Figura 25-C) e CAY10526 (Figura 25-E) levaram a reducao da producédo
desta proteina em 16,4% e 41%, respectivamente. No entanto, esses resultados
nao foram estatisticamente significativos. O tratamento das células U87MG com
NS398 levou ao aumento em 29% da expressao de ITG a5 (Figura 25-D), esse

resultado foi estatisticamente significativo.
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Figura 25. Expressao de Integrina a5 em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG a5
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG a5 em células tratadas com SC560
D. Grafico de densitometria de ITG a5 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG a5 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG a5 em células
tratadas com PGE:2. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05), n=3.

A inibicdo de ambas as COXs com IBP (Figura 26-B) e COX-1 com SC560
(Figura 26-C) levou a reducao significativa dos niveis proteicos da ITG av na
linhagem U87MG em 17% e 22%, respectivamente. O tratamento com NS398
(Figura 26-D) e PGE> (Figura 26-E) ndo estimulou a alteracdo dos niveis desta
proteina. O efeito de CAY10526 sobre a expressao de ITG av em células U87TMG

nao foi avaliado.
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Figura 26. Expressado de Integrina av em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398 e
PGE.. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG a3 em células
tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG av em células tratadas com SC560 D. Gréfico
de densitometria de ITG av em células tratadas com NS398. E. Gréfico de densitometria de ITG av
em células tratadas com PGE-:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05), n=3.

Em células U87MG os tratamentos com IBP (Figura 27-B), SC560 (Figura 27-
C) e PGE: (Figura 27-F) nao alteraram a expressao de ITG 1. NS398 inibiu em
20% a produgao de ITG B1 nesta linhagem (Figura 27-D), porém o efeito observado
nao foi estatisticamente significativo. A inibicdo de mPGES1 com CAY10526 reduziu

significativamente a expressao de ITG 1 em aproximadamente 22% (Figura 27-E).
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Figura 27. Expressao de Integrina 1 em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE,. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG 1
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG 1 em células tratadas com SC560
D. Gréfico de densitometria de ITG B1 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG B1 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG 1 em células
tratadas com PGE:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05), n=3.

Nenhum dos tratamentos testados alterou significativamente a expresséo da
ITG B3 na linhagem U87MG. Embora NS398 tenha reduzido em 42% a producéo
desta integrina nessas células (Figura 28-D), sua significancia estatistica ndo pode

ser calculada pois o experimento foi realizado apenas duas vezes.
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Figura 28. Expressao de Integrina B3 em células U87MG tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE,. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG 3
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG 3 em células tratadas com SC560
D. Grafico de densitometria de ITG 3 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG B3 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG B3 em células
tratadas com PGEz. A significancia estatistica foi determinada por t-test, n=2, com excec¢do do
tratamento com CAY 10526 cujo n=3.

Células T98G tratadas com IBP (Figura 29-B), SC560 (Figura 29-C) e PGE>
(Figura 29-F) ndo alteraram a expressdo de ITG a3. O tratamento da linhagem
T98G com NS398 (Figura 29-D) reduziu a expressao de ITG a3 em 33%. CAY10526

reduziu significativamente a expressao de ITG a3 em células T98G (Figura 29-E).
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Figura 29. Expressdo de Integrina a3 em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG a3
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG a3 em células tratadas com SC560
D. Grafico de densitometria de ITG a3 em células tratadas com NS398. E. Grafico de densitometria
de ITG a3 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG a3 em células
tratadas com PGE:2. A significancia estatistica foi determinada por t-test, n=3 (*, p<0.05).

Em células T98G nenhum dos tratamentos estudados levou a alteracdo da
expressdo da proteina ITG a5. Esse resultado, porém, ndao pdde ser analisado
estatisticamente pois o experimento foi realizado apenas duas vezes. O tratamento
com CAY10526 é uma excecdo, ja que foi realizado em triplicata experimental,

porém essa droga nao apresentou efeito estatisticamente significativo (Figura 30-E).
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Figura 30. Expressdao de Integrina a5 em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG a5
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG a5 em células tratadas com SC560
D. Grafico de densitometria de ITG a5 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG a5 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG a5 em células
tratadas com PGEz. A significancia estatistica foi determinada por t-test, n=2, com excec¢do do
tratamento com CAY 10526 cujo n=3.

As alteracdes da expressao de ITG av em células T98G tratadas com IBP,
SC560, NS398 e PGE2 ndo foram analisadas estatiticamente por o experimento foi
realizado apenas duas vezes. SC560 diminuiu a expressado de ITG av em células

T98G em 29,5% (Figura 31-C), enquanto que NS398 reduziu essa proteina em
25,4% (Figura 31-D). O tratamento CAY10526 foi realizado trés vezes e levou a
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reducdo de 42% nos niveis desta proteina (Figura 31-E). No entanto, esse resultado

néo foi estatisticamente significativo.
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Figura 31. Expresséo de Integrina av em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG av
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG av em células tratadas com SC560
D. Gréfico de densitometria de ITG av em células tratadas com NS398. E. Gréfico de densitometria
de ITG av em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG av em células
tratadas com PGEz. A significancia estatistica foi determinada por t-test, n=2, com excec¢do do
tratamento com CAY10526 cujo n=3. Proteinas de amostras tratadas com CAY10526 e respectivo

controle normalizado por Ponceau Red.

A expressado da ITG B1 foi avaliada em células T98G tratadas com IBP,
SC560, NS398, CAY10526 e PGE>. NS398 e CAY10526. NS398 (Figura 32-D)
reduziu ITG B1 em 18% e CAY10526 em 23% (Figura 32-E).



84

A IBP SC560 NS398 CAY10526 PGE,
- + - + - + - + - +
ITGR1 W M s By SN S @D . e e

— N— - _ - - - —

B-actina * L D G e R S e— s

~
o
~
o
2

-
o
o

=
o

& =
ITG B1l/B-actina
ITG B1l/B-actina

ITG B1l/B-actina

o
=)
=
=
o
o

o
—
i

o
-
=Y

o
o

ITG B1/B-actina

ITG B1l/B-actina

o
o

[
o
o

Figura 32. Expressdao de Integrina B1 em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG B1
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG 1 em células tratadas com SC560
D. Gréfico de densitometria de ITG 1 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG B1 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG 1 em células
tratadas com PGE:. A significancia estatistica foi determinada por t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001), n=3.

Células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE: néao
alteraram a expressao da ITG B3. A andlise estatistica dos resultados obtidos com
os tratamentos com IBP, SC560, NS398 e PGE> ndo pbde ser realizada porgue os
experimentos foram realizados apenas duas vezes. O tratamento das células T98G
com CAY10526, apesar de ndo apresentar significancia estatistica, levou a redugéo

da expressao da ITG B3 em 39% (Figura 33-E).



85

A
IBP SC560 NS398 CAY10526 PGE,
TG B3 s S | S S s S e S . a—
B-acting " vy e S b G | — - G
B C D
25 1.51 15
L : :
g Lo g 1.04 g 1.01
< S <
® 10 o 2
a S5 =054
0 (V] Q
E 051 E E
0.0 0.0+ 0.0
Q @ Q 3 )
o"\e N & & & &
N o o o ®
o €] €]
E F

>-
o

-

o

=3
o

ITG B3/B-actina
o

ITG B3/B-actina

o

P
=3
=3

Figura 33. Expressado de Integrina B3 em células T98G tratadas com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE;. A. Imagem representativa de western blot B. Grafico de densitometria de ITG 3
em células tratadas com IBP C. Grafico de densitometria de ITG B3 em células tratadas com SC560
D. Gréfico de densitometria de ITG 3 em células tratadas com NS398. E. Gréafico de densitometria
de ITG B3 em células tratadas com CAY10526. F. Grafico de densitometria de ITG 3 em células
tratadas com PGEz. A significancia estatistica foi determinada por t-test, n=2, com excec¢do do
tratamento com CAY 10526 cujo n=3.

De modo geral, a inibicdo ndo seletiva de COX com IBP e o tratamento das
duas linhagens estudadas com PGE. demonstraram n&o ter impacto sobre a
expressdo das ITGs avaliadas neste projeto, com excegao da ITG av na linhagem
U87MG. A inibicdo de mPGES-1 com CAY10526 induziu a reducao das ITGs B1 e
a3 nas células U87MG. Esses resultados indicam que CAY10526 pode reduzir a

migracao dessa linhagem celular através da diminuigdo da expresséo de diferentes
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ITGs, interferindo, assim, na interacdo entre as células e a MEC. A comparacao dos
resultados obtidos em ambas as linhagens, comprovam que uma mesma droga

pode ter efeitos diferentes em linhagens celulares diversas.

4.5 Ensaio de fechamento de ferida das linhagens U87MG e T98G

Visando verificar os efeitos dos tratamentos com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE> na migragédo celular em monocamada das linhagens U87MG e
T98G, foi realizada a técnica de ensaio de fechamento de ferida. Nesse ensaio, as
células U87MG tratadas e nao tratadas migraram por 6h, enquanto as células T98G
migraram por 12h.

O tratamento com IBP reduziu a migracdo das células US7TMG em 8,67%,
enquanto que o inibidor SC560 reduziu a migracdo desta linhagem em 29%. A
inibicdo seletiva de COX-2 com NS398 diminuiu a migracao das células US7TMG em
14,33%, resultado muito similar ao encontrado com o tratamento com CAY10526
gue apresentou uma reducdo de 14%. Em contrapartida, PGE> estimulou a
migracédo das células U87MG 11,33% a mais que o controle. Na Figura 34-F pode
observado o grafico com os resultados de todos os tratamentos normalizados pela
area invadida pelos respectivos controles (veiculo da droga).

Na linhagem T98G os tratamentos com SC560, NS398 e CAY10526
reduziram significativamente a migracdo celular em 53%, 26,67% e 64,33%,
respectivamente. Apesar de ter diminuido a migracdo das células em 14%, o IBP
nao teve efeito estatisticamente significativo nesta linhagem. O tratamento com
PGE:> impactou em menos de 5% a migracdo das células T98G. Na Figura 35-F
pode observado o grafico com os resultados de todos os tratamentos normalizados

pela area invadida pelos respectivos controles (veiculo da droga).
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Figura 34. Ensaio de fechamento de ferida de células U87MG tratadas com ibuprofeno (IBP),
SC560, NS398, CAY10526 e PGE,. A. Células tratadas com 100 puM de IBP por 72h. B. Células
tratadas com 50 pM de SC560 por 48h C. Células tratadas com 50 pM de NS398 por 48h. D. células
tratadas com 20 pM de CAY10526 por 48h. E. Células tratadas com 10 pM de PGE: por 72h. F.
Quantificagdo da é&rea invadida relativa ao controle. As células U87MG migraram por 6h. A
significancia estatistica foi determinada por One sample t-test (*, p<0.05; e **, p<0.01), n=3.
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Figura 35. Ensaio de fechamento de ferida de células T98G tratadas com ibuprofeno (IBP),
SC560, NS398, CAY10526 e PGE,. A. Células tratadas com 200 puM de IBP por 72h. B. Células
tratadas com 50 uM de SC560 por 48h C. Células tratadas com 50 pM de NS398 por 48h. D. células
tratadas com 25 pM de CAY10526 por 48h. E. Células tratadas com 10 pM de PGE: por 72h. F.
Quantificagdo da &rea invadida relativa ao controle. As células T98G migraram por 12h. A
significancia estatistica foi determinada por One sample t-test (*, p<0.05; e **, p<0.01), n=3.
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4.6 Morfologia celular

4.6.1 Morfologia celular das linhagens U87MG e T98G em microscopia de contraste
de fase.

Durante a realizacdo dos tratamentos para os experimentos deste projeto, foi
observado que alguns dos farmacos testados modificavam a morfologia celular de
ambas as linhagens estudadas. Apés analisar a influéncia dessas drogas sobre a
migracao celular e levando-se em consideracdo que alteracdo da morfologia é um
aspecto relevante no processo de migracdo das células, decidiu-se analisar
gualitativamente a morfologia celular das células U87MG e T98G submetidas a cada
um dos tratamentos por 24h.

Na Figura 36 pode-se observar o efeito do IBP (B), SC560 (C), NS398 (D),
CAY10526 (E) e PGE: (F) na morfologia de células US7MG tratadas por 24h. Note
gue em imagens de microscopia de contraste de fase, ndo & possivel observar
alteracoes na aparéncia das células tratadas com IBP, NS398 e PGE. em
comparacao com o controle (A). Por outro lado, o tratamento com SC560 modificou
a morfologia das células U87MG tornando-as mais alongadas e espacadas. Além
disso, é visivel o efeito da droga sobre o niumero de células apos 24h de tratamento.
O inibidor CAY10526 também apresentou efeito sobre o numero e morfologia das
células U87MG. Observe que as células expostas a este tratamento apresentam
menos prolongamentos celulares.

O efeito do IBP (B), SC560 (C), NS398 (D), CAY10526 (E) e PGE:> (F) na
morfologia de células T98G pode ser observado na Figura 37, as células foram
tratadas por 24h. Note que em imagens de microscopia de contraste de fase IBP
apresentou um efeito discreto sobre 0 numero de células e nenhuma alteracao
visivel na morfologia em comparacdo com o controle (A). Do mesmo modo, o
tratamento com NS398 e PGE> néo alterou a morfologia celular de modo a ser visto
em microscopia de contraste de fase. Por outro lado, o tratamento com SC560
diminuiu o nimero de células e modificou a morfologia da linhagem T98G tornando
as células mais alongadas e espacadas em comparacdo ao controle. O efeito do
inibidor CAY10526 foi similar ao observado na linhagem U87MG, apresentando

células mais arredondas e esparcadas.
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Figura 36. Morfologia de células U87MG tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE-:.
Imagem de microscopia de contraste de fase, escala 100 pm.
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Figura 37. Morfologia de células T98G tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE:.
Imagem de microscopia de contraste de fase, escala 100 pm.

4.6.2 Morfologia celular das linhagens U87MG e T98G em microscopia de
fluorescéncia

A fim de observar em mais detalhes os efeitos dos tratamentos sobre a
morfologia celular das linhagens U87MG e T98G, decidiu-se realizar a marcacao
dos filamentos de actina com faloidina, e posterior visualizagdo em microscopia de

fluorescéncia.
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Nas Figuras 38-A e 38-B pode-se observar o efeito do IBP (B), SC560 (C),
NS398 (D), CAY10526 (E) e PGE:2 (F) no citoesqueleto de actina de células US7MG
tratadas por 24h. Quando tratadas com IBP, NS398 ou PGE: as células US7TMG
apresentaram caracteristicas semelhantes ao controle. Em contrapartida, a inibicdo
de COX-1 com SC560 promoveu o alongamento do corpo celular com a presenca
de fortes fibras de estresse por toda a extensédo longitudinal das células. Por vezes
este inibidor ocasionou um alongamento tao intenso nas células que néo é possivel
visualizar o citoplasma. Também foi observada a presenca de densos feixes de
actina no cortéx celular e mdltiplos filopédios. CAY10526 provocou a
desorganizacao dos filamentos de actina e desestruturagdo das fibras de estresse,
também foi possivel observar a presenca de grande quantidade de estruturas

pontiformes que se coraram intensamente com faloidina.

Figura 38-A. Morfologia de células U87MG tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE-.
Coloracao de F-actina com faloidina, escala 30 pum.
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Figura 38-B. Morfologia de células U87MG tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE:.
Coloracéo de F-actina com faloidina, escala 30 pm.

Nas Figuras 39-A e 39-B pode-se observar o efeito do IBP (B), SC560 (C),
NS398 (D), CAY10526 (E) e PGE2 (F) no citoesqueleto de actina de células T98G
tratadas por 24h. Os tratamentos com IBP e PGE, ndo levaram a alteracdes
significativas do citoesqueleto de actina. O tratamento de T98G com NS398 levou a
formacédo de filopodios e acumulo de actina em areas préoximas ao coértex celular.
SC560 estimulou a formacdo de fortes fibras de estresse o que tornou o corpo
celular mais alongado. Células T98G tratadas CAY10526 apresentaram reducéo
das fibras de estresse e desorganizacdo dos feixes de actina ou sua presenca no

cortex celular.
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Figura 39-A. Morfologia de células T98G tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE:.
Coloracéo de F-actina com faloidina, escala 30 pm.
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Figura 39-B. Morfologia de células T98G tratadas com ibuprofeno (IBP), SC560, NS398,
CAY10526 ou PGE; por 24h. A. Controle B. Ibuprofeno C. SC560 D. NS398 E. CAY10526 F. PGE:.
Coloracéo de F-actina com faloidina, escala 30 pm.
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5 DISCUSSAO

O GBM € o mais incidente, agressivo e infiltrativo dos astrocitomas (Mehta et
al., 2017; Yi et al., 2016). Caracterizado por alta capacidade migrar e invadir o tecido
cerebral sadio adjacente ao tumor (Roos et al.,, 2017; Wang et al., 2012). Os
principais tratamentos para glioblastoma consistem em retirada cirdrgica do tumor,
seguida de radioterapia e quimioterapia. Apesar das terapias disponiveis o0s
pacientes com GBM tem sobrevida média de aproximadamente 12 meses apos a
cirurgia (Cunha, Maldaun, 2019). Em parte, devido a ampla infiltracdo de células
tumorais no tecido cerebral saudavel adjacente torna a resseccao total do tumor
impossivel, o que colabora para a recorréncia tumoral poucos meses apos a cirurgia
(Coniglio, Segall, 2013; Roos et al., 2017; Yi et al., 2016).

Estudos mostram que a MEC ao redor do tumor é relevante para 0s
processos de migracdo e invasdo tumoral em gliomas. Essa matriz € rica em
proteinas que aumentam a motilidade celular e podem ser produzidas pelas células
tumorais de GBM (Vehlow, Cordes, 2013). A interacao entre as células e a MEC séo
mediadas principalmente por receptores extracelulares chamados integrinas.
Células de GBM superexpressam varios desses receptores e alguns deles estao
diretamente relacionados ao aumento da migracéo e invasdo celular, assim como,
grau de agressividade e pior prognostico em gliomas (Malric et al., 2017; Vehlow,
Cordes, 2013).

E sabido que o principal produto da via das COXs, PGE», participa de
diversos mecanismos envolvidos na progressao de varios tipos cancer (Zhou et al.,
2005; Gomes, Colquhoun, 2012). Em gliomas, PGE; esta diretamente relacionado
com o grau de malignidade tumoral, estimulo da proliferacdo e sobrevivéncia celular
e aumento da migracdo (Brocard et al., 2015; Gomes, Colquhoun, 2012). Estudos
anteriores, realizados em nosso grupo de pesquisa, demonstraram que as enzimas
COX e PGE: influenciam a migracdo celular, a expressdo de proteinas de matriz
extracelular LAM, FN, VTN e COL4, assim como, a expressdao de integrinas
(Feitoza, 2013). Pautando-se nessas evidéncias, neste trabalho, foi investigado a
influéncia de PGE:z e inibicdo seletiva e ndo seletiva das COXs, assim como, da
sintase de PGE> mPGES-1 na migracéo celular das linhagens de GBM U87MG e

T98G; e na expressao de proteinas da MEC e integrinas.
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Anadlises por PCR convencional, realizadas em nosso grupo de pesquisa,
demonstraram que as linhagens celulares U87MG e T98G expressam COX-1 e
COX-2 (Ferreira et al., 2018; Benadiba et al., 2014; Cunha, 2012). A expresséo
génica de COX-1 e COX-2 também foi detectada na linhagem U87MG por PCR em
tempo real (Gomes, 2016). Andlises de western blot mostraram que as células
U87MG expressam COX-2 constitutivamente, enquanto astrocitos primarios sé
expressam essa proteina apds estimulo inflamatério, como o tratamento do
interleucina 1 B (IL-1B) (Payner et al., 2006). As duas isoformas de COX foram
detectadas em células T98G por western blot (Cunha, 2012). A expressao proteica
de COX-1 e COX-2 também foi observada na linhagem U87MG por
imunoistoquimica (Feitosa, 2013; Ferreira et al., 2018; Joki et al., 2000) e
imunofluorescéncia (Gomes, 2016).

Payner e colaboradores (2006) constataram que as linhagens U87MG e
T98G expressam, constitutivamente, niveis proteicos elevados de mMPGES-1,
engquanto astrocitos primarios ndo expressam esta enzima. Ja a sintase citosolica de
PGE> (cPGES) é produzida por todas as células, incluindo astrocitos normais.
Andlises de amostras de pacientes mostraram que mMPGES-1 estava presente nos
gliomas analisados, porém nédo foi detectada no cérebro sadio. Esses achados
indicam que, provavelmente, mMPGES-1 € expressa por células de gliomas, mas €&
ausente no tecido cerebral sadio. Cunha (2012) confirmou, por PCR convencional,
gue as células T98G expressam as sintases mMPGES-1, mPGES-2 e cPGE. As
sintases MPGES-1 e mPGES-2 também foram detectadas nesta linhagem por
western blot.

Dados de cromatografia liquida associada a espectrometria de massas
(HPLC-MS/MS) mostrou que PGE> € o prostanoide mais produzido por células
U87MG (Ferreira et al., 2018). Estudo da producédo de PGE2 em células U87MG e
astrocitos primarios, por ensaio de ELISA, revelou que a linhagem U87MG produz
niveis de PGE> mais elevados do que astrocitos (Payner et al., 2006). A linhagem
T98G também produz PGE2 (Gomes, 2016).

Andlise de amostras de GBM, realizadas pelo nosso grupo de pesquisa,
mostraram que a expressdo génica de COX-1 e COX-2 ndo esta correlacionada
com a sobrevivéncia dos pacientes. Em contrapartida, pacientes com expressao
elevada de mPGES-1 apresentaram sobrevida média de 4 meses, enquanto que

pacientes com pouca expressdo de mPGES-1 tiveram sobrevida média de 11
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meses. Esses resultados indicam que a expressdo de mPGES-1 esta relacionada
com pior prognostico. Analise de dados do TCGA corroboraram com os resultados
obtidos (Panagopoulos et al., 2018).

Anadlise de amostras de gliomas por HPLC-MS/MS, mostrou que os niveis do
produto da atividade da mPGES-1, PGE;, estavam diretamente relacionados com o
grau de malignidade tumoral. Além disso, pacientes cujos tumores produziam
guantidades maiores de PGE: apresentaram sobrevida média de 3,5 meses,
enquanto que pacientes com baixa producdo de PGE: tiveram sobrevida média de
11 meses. Desta maneira, PGE. foi correlacionado com pior prognéstico de
pacientes com GBM (Panagopoulos et al., 2018).

Anadlise da expressao génica das células U87MG e T98G mostrou que essas
linhagens expressam os receptores de PGE> EP2 e EP4. A presenca desses
receptores nestas ceélulas foi confirmada por imunofluorescéncia e western blot
(Cunha, 2012; Gomes, 2016; Payner et al., 2006). Esses dados indicam que além
de produzir PGE2 as células US87TMG e T98G podem sofrer a acdo deste
prostanoide.

As linhagens U87MG e T98G expressam COX-1, COX-2 e mPGES-1, e sdo
capazes de produzir PGE,. Ha evidéncias que esses elementos colaboram
diretamente para a progressao tumoral de gliomas. Por isso, decidimos verificar o
efeito do inibidor ndo seletivo de COX-1 e COX-2, ibuprofeno; o inibidor especifico
de mPGES-1, CAY10526 e PGE> exdgeno no numero de células US7MG e T98G.

Ibuprofeno reduziu o numero de células viaveis das linhagens estudadas e
seu efeito foi dependente da dose e do tempo de tratamento. Foi verificado a
reducéo significativa do nimero de células U87MG tratadas com 100 uM de IBP por
72h. Enquanto que nas células T98G o numero de células viaveis foi reduzido apos
o tratamento com 200 uM de IBP por 72h.

A reducéo do numero de células com a inibicdo das COXs, observada neste
trabalho, esta de acordo com os dados presentes na literatura. Células de glioma
humano HTZ-349, U87MG e Al72 tratadas com IBP ou diclofenaco (inibidor
inespecifico de COX-1 e COX-2) reduziram significativamente a proliferacao celular
a partir de 72h de tratamento e o efeito observado foi dependente da dose
(Leidgens et al., 2015). Feitoza (2013) observou a reducdo no numero de células

U87MG e U251 tratadas com IBP de maneira dependente da dose e do tempo.
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Também foi observada a reducdo do numero de células T98G tratadas com IBP
(Gomes, Colquhoun, 2012).

A diferenca de concentracdo de IBP necesséaria para ocasionar a reducdo
significativa do numero de células das linhagens U87MG e T98G pode estar
relacionada ao fato de células TP53 selvagem, como a U87MG, serem, geralmente,
mais sensiveis ao tratamento com IBP do que células TP53 mutantes, como € o
caso das células T98G (Benadiba et al., 2014). Além do mais, a incorporacao de
IBP varia de acordo com a célula, mesmo em linhagens oriundas do mesmo tipo
tumoral, o que faz com que a concentragdo intracelular de IBP seja muito diferente
da concentragao presente no meio de cultura (Janssen et al., 2006).

O tratamento das linhagens de glioblastoma humano U87MG, Al172,
U138MG e U251MG apresentaram reducdo do numero de células viaveis quando
tratadas com nanoparticulas de ruténio carregadoras de ibuprofeno (Benadiba et al.,
2014; Hanif-Ur-Rehman et al., 2016). A inibicdo de ambas COXs com IBP ocasionou
a reducao do numero de células U251MG, além do aumento de células na fase sub
G1 do ciclo celular e concomitante reducdo de células na fase S, indicando que IBP
induziu apoptose nessas células (Stevanatto, 2012).

A inibicdo de COX-1 com o inibidor SC560 ou COX-2 com o inibidor NS398
reduziu o numero de células de glioblastoma humano U251MG e U138MG (Serachi,
2012). A inibicdo seletiva de COX-1 (SC560) e COX-2 (SC58125) na linhagem de
carcinoma colorretal HCT-116 induziu a diminuicdo da proliferacdo celular de
maneira dose-dependente (Bottone et al., 2004). O tratamento de células de
carcinoma escamoso de pulmdo SK-MES-1 com NS398 reduziu a proliferacéo e
viabilidade das células (Monjazeb et al., 2005). Tratamento de T98G com NS398
reduziu o numero de células, aumentou o numero de células em sub G1 e diminuiu
G1 e G2/M (Cunha, 2012).

A reducdo do numero de células em linhagens tratadas com inibidores de
COX envolvem mecanismos relacionados a reducdo da proliferacdo celular e
inducdo da apoptose (Gomes e Colquhoun, 2012; Benadiba et al., 2014; Hanif-Ur-
Rehman et al.,, 2016; Bottone et al.,, 2004; Lampiasei et al., 2006). Joki e
colaboradores (2000) demonstraram que NS398 reduziu o crescimento de
esferoides de células UB7MG e U251 e induziu o aumento de células apoptoticas.

De acordo com dados da literatura, diversos processos moleculares estao
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envolvidos nesses fendbmenos e diferentes AINES podem atuar de maneiras
distintas nesses processos celulares.

Leidgens e colaboradores (2015) mostraram que o tratamento das linhagens
de glioma humano HTZ-349, U87MG e A172 com IBP ocasionou o acumulo de
células na fase G1/G0O ao mesmo tempo em que levou a diminui¢do de células na
fase S, indicando o comprometimento da proliferacao celular. J4 o tratamento com
diclofenaco teve efeito diferente entre as linhagens estudadas. Nas células A172 e
U87MG o tratamento com diclofenaco ocasionou a reducdo de células na fase S,
enquanto houve o acumulo de células HTZ-349 nas fases S e G2/M. No caso das
células HTZ-349, foi verificado a parada do ciclo celular acompanhada de um pico
em sub G1 juntamente com a presenca de detritos celulares, indicando possiveis
efeitos citotoxicos. Células U87MG também acumularam nas fases G2/M e S,
enquanto as ceélulas A172 pararam o ciclo em G1/GO, semelhante ao observado
com IBP.

Células de carcinoma de colon HCA-7 e HCT-15 tratadas com IBP tiveram
bloqueio do ciclo celular com o acumulo das células nas fases GO/G1 e reducao de
células nas fases S e G2/M. O bloqueio do ciclo celular foi acompanhado da
reducdo da expresséo das ciclinas A e B e do aumento da expressdo de p27kP-L,
Além do blogueio do ciclo, também foi verificada a inducéo da apoptose. Apesar das
células HCA-7 expressar COX-1, COX-2 e produzir grandes quantidades de PGE_,
essa linhagem foi significativamente menos sensivel aos efeitos antiproliferativos de
IBP do que as células HCT-15, que nao expressam COX-2 e praticamente nao
produzem PGE2. Em modelos de tumores xenograficos das duas linhagens, IBP
reduziu o crescimento tumoral de modo similar. Esses dados sugerem que o efeito
antiproliferativo de IBP ndo esta restrito a inibicdo das enzimas COXs (Janssen et
al., 2006).

O tratamento de células de carcinoma colorretal HCT-116 e HT-29,
carcinoma cervical (HelLa), carcinoma epitelial de mama (MDA-231), célula T de
leucemia linfoblastica (Molt-4) e carcinoma escamoso de pulméo (SK-MES-1) com
inibidor NS398 levou ao acumulo extracelular de acido araquidénico (AA) nao
esterificado, que é o principal substrato da via das COXs. O acumulo de AA nédo
esterificado induziu a ativacdo da enzima caspase 3 e consequente
desencadeiamento da apoptose. Esse efeito foi verificado tanto com a inibicdo de

COX, quanto com o tratamento das linhagens com AA exdgeno, indicando que esse
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pode ser um dos mecanismos pelos quais a inibicdo de COX induz a apoptose
(Monjazeb et al., 2005). Leaver e colaboradores (2002) observaram que o AA
diminuiu a proliferagdo e aumentou a atividade oxidativa em gliomas de 16
pacientes. A inducdo da apoptose por AA ocorreu de modo transiente e intermitente.

A inibicdo farmacoldgica de mPGES-1 na linhagem U87MG com CAY10526
nas concentracdes 20 uM, 30 uM e 40 pM reduziu o nimero de células viaveis apés
48 horas de tratamento. Apos 72h, CAY10526 reduziu significativamente o numero
de células U87MG em todas as concentracdes testadas. Na linhagem T98G este
inibidor reduziu o namero de células viaveis com o tratamento por 48h nas
concentragbes 30 UM e 40 pM. Enquanto que ap6s 72h, CAY10526 reduziu o
namero de células nas concentracbes de 20 uM, 30 pM e 40 uM. Os efeitos do
inibidor CAY10526 em ambas linhagens foram dependentes da dose e do tempo de
tratamento.

Em trabalho anterior realizado em nosso grupo, foi observada a reducéo
significativa do numero de células U87MG, U251MG e A172 tratadas com 40 uM
CAY10526 por 72h. O efeito da droga néo foi observado em outros intervalos de
tempo. O efeito de CAY10526 sobre o niumero de células foi dependente da dose e
as linhagens U87MG e Al72 apresentaram reducdo significativa do ndmero de
células também com 20 uM da droga. Essas células também foram tratadas com
outro inibidor seletivo de mPGES-1, o CAY10678. Os resultados mostraram reducéo
do namero de células U251MG apds tratamento com CAY10678 por 72h nas
concentragfes de 50 uM e 80 uM e das células A172 com a concentracado de 80
MM. Enquanto que na linhagem U87MG a exposicao a este inibidor por 72h induziu
a reducao significativa do numero de células nas concentraces de 20 uM, 50 uM e
80 UM (Souza, 2017).

Os dados obtidos por Souza (2017) corroboram com o0s resultados
observados neste trabalho, tendo em vista que a linhagem U87MG teve seu numero
signicativamento reduzido ap6s 72h de tratamento em concentracfes similares as
anteriormente analisadas. Cabe ressaltar que no trabalho anterior a concentracao
de 30 uM de CAY 10526 néo foi testada. Em ambos trabalhos a linhagem U87MG foi
mais sensivel ao efeito de CAY10526 sobre o numero de células do que as demais
linhagens estudadas. O uso de um segundo inibidor seletivo de mPGES-1 e a
obtencao de resultados similares aos obtidos com CAY10526, confirma o impacto

da inibicdo farmacoldgica de mPGES-1 nas células de GBM.
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Neste trabalho, o tratamento das células U87MG e T98G com a concentracao
mais elevada de CAY10526 (40 uM) levou a ndo alteracdo do numero de células
viaveis ao longo dos periodos estudados. O que poderia ser uma indicacdo de
parada no ciclo celular. A andlise do ciclo celular de células U251MG e A172
tratadas com os inibidores de mPGES-1 CAY10526 e CAY10678 mostrou o
acumulo de células na fase G1 acompanhado da reducdo de células em G2/M.
Ademais, foi verificado o aumento de células apoptéticas (Souza, 2017). Resultados
semelhantes foram obtidos com o silenciamento de mPGES-1 nas linhagens de
hepatocarcinoma Hep3B e Huh7, enquanto que a superexpressdao de mPGES-1
nessas células levou a reducdo do nimero de células em G1 e aumento de células
nas fases G2/M (Lu et. al., 2012).

O tratamento de células U87MG e T98G com MK886 (mais conhecido como
inibidor de FLAP e inibidor ndo seletivo de mPGES-1) levou a reducdo da
proliferacdo celular de maneira dose-dependente e a reducéo da sintese de PGE:.
Células U87MG knockdown para mPGES-1 apresentaram efeitos semelhantes aos
observados com a inibicdo farmacoldgica desta enzima. A adicdo de PGE2 exdgeno
recuperou o crescimento celular da linhagem U87MG tanto com a inibicao
farmacologica quanto com a reducao da expresséo génica de mPGES-1 (Payner et
al., 2006). Em contrapartida, Souza (2017) nao viu efeito do tratamento com MK886
no numero de células das linhagens U87MG, U251MG e A172.

Apesar de reduzir mPGES-1 em alguns casos, MK886 tem pouco ou nenhum
efeito inibitorio na sintese de PGE> em células intactas. Em fibroblastos de gengiva
e células de cancer de colon, o uso de concentracfes maiores de MK886 aumentou
a producéo de PGE: e a expressao proteica de COX-2. A possivel explicagédo para
esse efeito € o fato de MK886 ser um inibidor direcionado a via da 5-LOX. Com a
inibicdo da via da 5-LOX o AA disponivel é desviado para a via das COXs, o que
favorece a sintese das PGs dessa via (Chang, Meuillet, 2011).

A inibicdo seletiva de mPGES-1 o composto Il (Clll) ocasionou a diminuicéao
significativa da proliferagcdo celular em tumores xenograficos de neublastoma. O
tratamento de animais com diclofenaco, resultou em diminuicao do volume tumoral
semelhante ao observado com o tratamento com CIlll. Em concentracdo superior a
50 uM, CllI inibe também COX-1, COX-2, sintase de prostaciclina e sintase de PGD
em 20% (Kock et al., 2018).
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Souza (2017) observou a reducdo do numero de células A172 com a inibi¢cao
de mMPGES-1 com dois inibidores farmacoldgicos diferentes, CAY10526 e
CAY10678. Porém, estudos anteriores do nosso grupo mostraram que essa
linhagem ndo produz PGE: (Gomes, 2016), o que pode indicar que os efeitos
dessas drogas nao se restringem a inibicdo de mPGES-1. Provavelmente, este
inibidor esteja interagindo com outras proteinas associadas a membrana envolvidas
no metabolismo de eicosanoides e de glutationa (MAPEGS), como a proteina de
ativacao de 5-lipoxigenase (LOX) (FLAP) e leucotrieno C4 sintase (LTCA4S), devido
a homologia dessas enzimas com a mPGES-1 (Chang e Meuillet, 2011). No
entanto, estudos que manipularam geneticamente a expressdao de mMPGES-1
obtiveram efeitos similares aos observados com a inibicdo farmacolégica desta
enzima.

Células de céancer de prostata DU145 e de carcinoma de pulmdo A549
knockdown para mPGES-1 apresentaram reducdo do numero de células in vitro,
acompanhada de diminuicdo da producdo de PGE>. O crescimento tumoral de
ambas linhagens foi duas vezes mais lento in vivo em comparagdo com tumores
formados por células selvagens para mPGES-1 (Hanaka et al., 2009). Células de
cancer de mama silenciadas geneticamente para mPGES-1 também apresentaram
crescimento celular reduzido, reducdo dos niveis de PGE> e diminuicdo da
expressdo de fator pré-angiogénico VEGF-A acompanhado por aumento de areas
de necrose intratumoral (Howe et al., 2013).

O knockdown de mPGES-1 em células de carcinoma pulmonar de Lewis
(LLC) levou a diminuicdo da sintese de PGE>, reducdo da proliferagdo celular e
expressao génica e proteica de mPGES-1 e do receptor de PGE, EP2, mas nao
apresentou efeito sobre o receptor EP4. O tratatamento dessas células com um
analogo de PGE: restaurou parcialmente o crescimento celular. O crescimento
celular ndo foi completamente restabelecido, provavelmente, pela diminuicdo da
expressdo de EP2, o que tornou as células menos responsivas a PGE2 exdgeno
(Kamei et al., 2010).

O tratamento com NS398 reduziu significativamente o niamero de células
LLC selvagem para mPGES-1, enquanto que nao foi observado efeito no nimero de
células knockdown para mPGES-1, indicando que o efeito de NS398 esteja atrelado
a producdo de PGE: pelas células. O efeito inverso foi observado em células que

superexpressavam mPGES-1. Células LLC mPGES-1 selvagens inoculadas em
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camundongos que nao expressavam mMPGES-1 produziram tumores
significativamente menores do que as inoculadas em camundongos selvagens.
Esses dados indicam a relagéo direta da expressdao de mPGES-1 e a proliferacéo
celular neste tipo tumoral (Kamei et al., 2010).

Células de carcinoma epitelioide tratadas com inibidor seletivo de mPGES-1
AF3485 apresentaram reducdo da proliferacdo celular in vitro e em modelos de
tumores xenograficos. Os efeitos de AF3485 nestas células in vitro e in vivo foi
associado a reducéo da fosforilagdo do receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR), assim como a diminuicdo da expressao do fator de crescimento endotelial
vascular e do fator de crescimento fibroblastico tipo 2 (FGF-2) (Finetti et al., 2012).

Células de melanoma tratadas com CAY10526 tiveram a expressao e/ou
fosforilagdo de 69 proteinas alteradas, destas 60 sdo envolvidas no controle da
sobrevivéncia ou morte celular. Neste estudo, foi verificado que CAY10526 reduz a
expressdo de ciclina B1 e proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 e Bcl-XL; e
aumenta a expressao de p2l e proteinas pré-apoptoticas como BAX e BAK. Além
do mais, CAY10526 suprimiu a fosforilacdo da proteina YB-1 que participa da
regulacéo da proliferacéo, sobrevivéncia e migracao celular (Kim et al., 2016).

O tratamento das células US7TMG e T98G com 10 uM de PGE: induziu o
aumento do numero de células apos 72h. Feitoza (2013) identificou que PGE:
aumentou o namero de células U87MG e U251MG de modo dependente da dose e
do tempo de tratamento, efeito similar ao observado por Gomes e Colquhoun (2012)
e Cunha (2012) na linhagem T98G. PGE: também promove o crescimento celular
de células de cancer de prostata, pulméo e colorretal (Ruan, So, 2014).

Neste trabalho, as concentracbes de 1 uM e 5 pM de PGE: também
aumentou significativamente o nimero de células T98G apds o periodo de 72h.
Provavelmente, pela linhagem U87MG produzir elevados niveis de PGE: (Ferreira et
al., 2018), a dose de PGE: necesséria para estimular estas células deve ser maior.
Esse efeito também foi observado por Payner e colaboradores (2006), que
constataram que a concentracdo do tratamento das células US87TMG com PGE:
exdgena deve ser superior a da producdo enddgena para que haja o estimulo da
proliferacéo celular para além dos niveis basais.

A acdo de PGE: sobre o crescimento celular de células U87MG parece estar
relacionado a ativagédo do receptor EP4 e consequente ativacado de PKA. A ligacéo

de PGE: ao receptor EP4 induziu ao aumento de AMPc intracelular e maior ativagédo
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da enzima PKA de maneira dose-dependente. Da mesma maneira, quando as
células U87MG foram expostas a agonistas dos receptores EP2/EP4 houve o
aumento de AMPc intracelular. J& quando as células U87MG foram tratadas com o
antagonista de EP4 (L161982) ocorreu a redugéo do crescimento celular (Payner et
al., 2006).

Em células U251MG a inibicdo de EP4 com L161.982 acarretou na reducao
do numero de células e analise do ciclo celular revelou aumento de células na fase
sub G1 e G1, e consequente reducdo de células na fase G2/M. Resultado
semelhante foi observado com o tratamento das células com o antagonista de EP2
AH6809 (Stevanatto, 2012). Cunha (2012) mostrou que AH6809 e L161.982
reduziram o numero de células T98G. Nesta linhagem, o tratamento com L161.982
aumentou o numero de células na fase G1 e AH6809 diminiu as células nas fases
Gl e G2/M.

O tratamento da linhagem U87MG com inibidor da isoforma Il de PKA (H89)
ocasionou a reducdo do numero de células. Esses dados sugerem que PGE:
exdgeno estimula o crescimento de gliomas através da ativacdo da via CAMP/PKA
tipo Il, porém esse ndo parece ser 0 Unico mecanismo envolvido neste processo,
visto que concentragdes de PGE, exdgeno proximo as concentragdes fisiologicas
nao ativaram PKA (Payner et al., 2006). Ja em linhagens de cancer de prostata,
pulméo e colorretal PGE> estimulou o crescimento celular através da ativagédo de
EP1 (Ruan, So, 2014).

A migracao celular acentuada € uma das caracteristicas mais marcantes do
glioblastoma, o que colobora para a dificuldade de tratamento, pior progndstico e
menor sobrevida dos pacientes. Por isso, decidimos analisar os efeitos da inibicdo
farmacoldgica das COXs e mPGES-1, assim como, PGE, exdégeno na migracao
celular. Para tanto, tratamos as células U7TMG e T98G com IBP, SC560, NS398,
CAY10526 e PGE>. As células U87MG migraram por 6h enquanto as células T98G
migraram por 12h. Provavelmente o tempo de migracéo foi diferente entre as duas
linhagens pelo fato da linhagem U87MG ser mutante para PTEN enquanto T98G é
PTEN selvagem. Tamura e colaboradores (1999) demonstraram que células
U87MG transfectadas para expressar a forma selvagem de PTEN apresentaram
reducdo de 45% da migracdo e invasdo em comparacédo as células U87MG PTEN

mutantes.
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Na linhagem celular UB7MG o farmaco que mais reduziu a migracao celular
foi o inibidor de COX-1 SC560, que diminuiu a migracdo em 29%. J4 o inibidor de
COX-2 NS398, foi 0 segundo tratamento que mais impactou a migracao celular
nesta linhagem, induzindo a inibicdo da migragéo celular em 14,33%. Percentagem
essa muito préxima a observada com a inibicdo de mPGES-1 com CAY10526
(14%). PGE> exd6geno aumentou a migracao das células US7MG em 11,33%.

Na linhagem T98G o tratamento que surtiu maior reducdo da migracéo
celular foi CAY10526, que reduziu a migracdo celular em 64,33%; seguido de
SC560 que diminuiu a migragdo em 53% e NS398 com reducéo de 26,67%. Apesar
de IBP diminuir a migragdo das células T98G em 14%, esse resultado ndo foi
estatisticamente significativo. Provavelmente, isso deve-se a maior variacdo
experimental. O tratamento com PGE:> estimulou a migracdo celular em menos de
5%.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado, visto que € descrito
na literatura que a inibicdo das COXs com diferentes farmacos promove a reducéo
da migracao celular de diferentes celulas tumorais, e PGE2 possue o efeito inverso
estimulando a migracdo das células. Devido a mPGES-1 ser a principal sintase
envolvida na producdo de PGE>, € esperado que sua inibicdo reduza a migragéo
celular.

Apesar dos resultados obtidos com os tratamentos das duas linhagens serem
diferentes, € possivel observar que a inibicdo seletiva de COX induz uma reducéo
da migracéo celular de forma mais acentuada do que a inibicdo nao seletiva das
duas isoformas. Também, foi possivel verificar que a inibicdo de mMPGES-1 acarreta
em reducdo da migracdo de modo semelhante ou mais eficiente que a inibicdo de
COX-2, que é o principal alvo terapéutico em doencas inflamatérias e cancer.

Em nosso grupo foi verificado que IBP reduziu a migracdo celular das
linhagens de GBM U87MG, U251 e T98G (Feitoza, 2013; Gomes, Colquhoun,
2012). Tratamentos com IBP ou diclofenaco reduziram a migracdo celular de
esferoides das linhagens de glioma HTZ349, U87MG, Al72. Mecanismos
relacionados com a diminuicdo da migracdo celular das células HTZ349 estdo
relacionados com a reducédo da adesdo celular nos primeiros 30 minutos ap6s o
plagueamento (Leidgens et al.,, 2015). Houve reducdo da migracdo celular de
células U87MG quando tratadas com nanoparticulas de ruténio carreadoras de IBP
(Hanif-Ur-Rehman et al., 2016).
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NS398 reduziu a migracdo celular de células U87MG em ensaio de
fechamento de ferida e transwell (Chiu et al., 2010). NS398 também diminuiu a
migracdo celular de esferoides de células U87TMG e U251MG (Joki et al., 2000).
Segundo Stevanatto (2012), NS398 reduziu a migracdo de células U251. As
linhagens de glioma D384, U251MG e U87MG também migraram menos quando
tratadas com NS398 (Kuipers et al., 2007). Da mesma forma, a inibicdo de COX-1
com SC560 levou a reducdo da migracdo das células U8S87MG, Al72, T98G,
U138MG, U373MG, HS683, SW1088 e U251MG (Ishibashi et al., 2005; Stevanatto,
2012).

A inibicdo de mPGES-1 nas linhagens U87MG, U251 e A172 com CAY10526
reduziu significativamente a migracdo de todas as linhagens estudadas. Resultado
semelhante foi obtido com o tratamento das células com CAY10678 (Souza, 2017).
A inibicdo de mPGES-1 com ClII reduziu a migracao de fiblobastos associados ao
cancer (FACs) in vitro e resultado similar foi obtido com o uso de antagonistas do
receptor de PGE, EP4, indicando que a diminuicdo da migracdo dessas células esta
diretamente relacionada a mecanismos referentes a atividade de PGE> (Kock et al.,
2018).

Células de colangiocarcinoma tratadas com CAY 10526 reduziram a producéo
de PGE_, a proliferagéo celular e a migracdo. O mesmo efeito foi verificado quando
as células tiveram a producdo de mPGES-1 reduzida por inibicdo da expresséo
génica (Jongthawin et al., 2014). Lu e colaboradores (2011) mostraram que células
de colangiocarcinoma cuja expressao de mPGES-1 foi reduzida migraram menos
nos ensaios de fechamento de ferida e transwell, enquanto células que
superexpressaram essa sintase apresentaram migracao significativamente maior
nos dois ensaios.

Nas linhagens celulares de glioblastoma U87MG, U251 e T98G PGE;
estimulou a migracao celular (Gomes, 2016; Gomes, Colquhoun, 2012; Feitoza,
2013). O tratamento com PGE> aumentou a migracéo de células HeLa em ensaio de
transwell, enquanto que o tratamento com indometacina reduziu a motilidade celular
(Glenn, Jacobson, 2003).

Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, indica que o mecanismo pelo
qual PGE:> estimula a migracdo celular em gliomas esta associado a ativagdo dos
receptores EP2 e EP4. Quando células US7TMG e U251MG foram expostas ao

antagonista de EP2 (AH6809) houve a reducdo da migracéo celular em ambas
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linhagens. O mesmo aconteceu com o tratamento das células com o antagonista de
EP4 (L161.982). Em células U87MG e U251MG expostas a PGE> exdgeno e cada
um dos inibidores separadamente, ndo houve alteracdo da migracao celular em
comparagao com o controle. Dessa forma, a inibicdo de apenas um dos receptores
nao foi suficiente para anular o papel de PGE2 na migragao. A fim de confirmar essa
hipotese, as células foram tratadas concomitantemente com AH6809, L161.982 e
PGE>, o0 que acarretou na reducao da migracdo celular nas duas linhagens (Gomes,
2016).

Durante o processo de migracao celular ocorrem alteracdes no citoesqueleto
e consequente mudancas na morfologia celular mediadas pela acdo de enzimas
Rho GTPases pertencentes a familia Ras. Esse grupo de GTPases € composto por
mais de 20 proteinas, dentre as quais as mais caracterizadas sdo RhoA, Racl e
Cdc42. No decorrer da migracao celular essas enzimas alternam de maneira ciclica
entre a forma ativa e inativa (Svensmark, Brakebusch, 2019).

A ativagéo das Rho GTPases é mediada por um fator de troca de nucleotideo
guanina (GEFs) que realiza a troca de uma molécula de guanosina difosfato (GDP)
por uma de guanosina trifosfato (GTP), essa ativacdo ocorre a jusante de varias
vias de sinalizac&o celular, incluindo aquelas relacionadas a fatores de crescimento.
Ja a inativacdo € mediada por proteinas ativadas por GTPases (GAPs), que ativam
a hidrélise endégena do GTP a GDP nas Rho GTPases (Svensmark, Brakebusch,
2019).

De modo geral o processo de migracdo celular envolve o ciclo de 4
processos: 1) protusées da membrana plasmatica na porcéo frontal da célula, os
lamelipddios; 2) estabilizacdo das protusdes e adesdo ao substrato através da
formacdo de complexos adesivos; 3) retracdo da porcdo traseira da célula e 4)
desadesédo (Mak et al., 2016; Raftopoulou, Hall, 2004; Pollard, Borisy, 2003; Horwitz,
Parsons, 1999).

A formacao dos lamelipddios € mediada pela atividade de Racl que promove
a montagem de uma malha de actina na periferia da célula e no interior dos
lamelipédios. Na migracdo, além dos lamelipédios, € comum a formacdo de
estruturas filiformes na periferia celular, essas estruturas sdo chamadas de
filopddios e sua formacao € mediada por Cdc42. No entanto, Cdc42 e Racl podem
regular sinergicamente a formacdo dos filopddios, provavelmente por

compartilharem varios ativadores e efetores. Além do mais, essas Rho GTPases em
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conjunto estimulam a formacao de complexos adesivos. Cdc42 também promove a
organizacdo do citoesqueleto de actina e polarizacao celular. J4& a GTPase RhoA
estimula a formacao de fibras de estresse que sdo importantes para a contragéo do
corpo celular durante a migragcdo. Além disso, RhoA modula a estruturacéo de
complexos adesivos que sao diferentes daqueles formados por Racl e Cdc42,
essas adesdes focais ancoram as fibras de estresse ao substrato extracelular via
receptores de membrana (Ahmed, Kim, 2019; Sampson et al., 2012; Ensign et al.,
2013; Glenn, Jacobson, 2003; Dong et al., 1998; Nobes, Hall, 1995).

Os efeitos biologicos das Rho GTPases dependem de sua ligagdo a uma
molécula efetora. Dessa forma, as moléculas efetoras sdo que determinam a
resposta celular a ativacdo das Rho GTPases. Alguns desses efetores sao
compartilhados por mais de uma Rho GTPase o que pode resultar em efeitos
conjuntos de diferentes Rho GTPases (Svensmark, Brakebush, 2019).

Além da influéncia de PGE> na migracdo de diferentes tipos celulares, é
descrito na literatura que PGE: pode estimular mudangas na morfologia celular
através de mecanismos diversos. Estudos também mostraram que o tratamento
com diferentes AINES podem promover alteragcdes na morfologia celular, incluindo
células de gliomas. Durante a realizacdo dos tratamentos utilizados neste projeto,
foram observadas mudancas da morfologia das células U87MG e T98G. A fim de
investigar tais alteracdes, as células foram tratadas por 24h, fixadas e coradas com
faloidina. Imagens do citoesqueleto de actina foram coletadas através de
microscopia de fluorescéncia.

Imagens de microscopia de contraste de fase demonstraram que ambas as
linhagens estudadas apresentaram alongamento do corpo celular quando tratadas
com inibidor de COX-1 SC560. A marcacdo do citoesqueleto dessas células
mostrou a presenca de muitas fibras de estresse. E interessante observar que
SC560 foi uma das drogas que mais reduziu a migracdo celular em ambas as
células. Segundo Glenn e Jacobson (2003) apesar de serem relevantes para o
processo migratorio das células, as fibras de estresse em associacdo com as
adesdes focais contribuem para a imobilizacdo celular. Esse fenémeno foi
observado em células de sarcoma de rato que tiveram a motilidade reduzida quando
presentaram maior quantidade de fibras de estresse. Essas fibras eram mais longas

e espessas, e se conectavam com grandes contatos focais (Pokorné et al., 1994).
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Sabendo-se que a formacédo de fibras de estresse é, principalmente, mediada
pela atividade de RhoA, & provavel que a inibicdo de COX-1 com SC560 tenha
contribuindo para a ativagdo desta Rho GTPase. Em células cancerigenas RhoA
raramente € amplificada, pelo contrario, em diversos tumores RhoA é deletada
sugerindo que RhoA tenha um papel como supressor tumoral. Em GBM, menos de
1% das amostras analisadas apresentaram fusdo/mutacdo de RhoA (Svensmark,
Brakebusch, 2019). Estudos demonstraram que niveis diminuidos de RhoA estéo
diretamente relacionados ao aumento da migracdo em diversas linhagens de GBM
incluindo as células T98G (Tran et al., 2006) e U87MG (Malchinkhuu et al., 2008).

E relatado na literatura o antagonismo entre as atividades de RhoA e Racl,
embora essas duas Rho GTPases desempenhem atividades na porcéo frontal das
células migrando. Em gliomas os niveis de expressdo das enzimas Rac estédo
diretamente relacionados com o grau de malignidade tumoral. Além do mais, em
GBM Rac é superativada (Ensign et al., 2013).

Racl, Rac2 e Rac3 estdo envolvidas com a progressdo de tumores
cerebrais. Racl esta relacionada com a sobrevivéncia das células de GBM (Senger
et al., 2002) e estimulo da invasao e migracdo em gliomas (Salhia et al., 2008; Tran
et al.,, 2006); Rac2 € mais expressa em GBM do subtipo mesenquimal — 0 mais
agressivo e de pior prognostico entre os subtipos de GBM (Verhaak et al., 2010;
Colman et al., 2010); e Rac3 € expressa predominantemente no cérebro, € mutada
e superexpressa em gliomas agressivos e participa como co-ativador pro-migratorio
do receptor nuclear ERa (Walker et al., 2011; Hwang et al., 2005; Haataja et al.,
1997). O aumento da atividade de RhoA leva a reducédo da atividade dos membros
da familia Rac que favorecem a progresséao dos gliomas.

Hirata e colaboradores (2012) observaram que células de GBM invadindo o
parénquima cerebral ou migrando pelo espaco perivascular apresentavam maior
atividade de Racl e Cdc42 e menor atividade de RhoA. Em invasdo 3D de
esferoides de GBM as células que lideravam a invasdo apresentavam maiores
niveis de Racl e Cdc42 do que as células que as seguiam.

Salhia e colaboradores (2005) viram que a inibicdo de ROCK, que é o
principal efetor de RhoA, com Y27632 levou a reducdo das fibras de estresse em
células U251 e U87MG. Esse tratamento estimulou a invasédo e migracdo de ambas
as linhagens. Células de GBM tratadas com Y27632 ou transfectadas para

expressar uma forma mutante de ROCK apresentaram maior ativagao de Racl, sem
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gue houvesse a elevacdo da quantidade total de Rac. Quando essas linhagens
foram transfectadas para expressar uma forma de ROCK constitutivamente ativa, foi
observado a presenca de muitas fibras de estresse, reducéo da migragéo e invasao,
além da menor ativagdo de Racl. Esses resultados corroboram com os resultados
obtidos neste trabalho, em que a maior ativacdo de RhoA e consequente aumento
da formacédo de fibras de estresse reduzem a migracéo de células de GBM.

O efeito de SC560 sobre a ativacdo de RhoA pode estar relacionado
diretamente com a diminuicdo da producdo de PGE>. Como ja mencionado na
introducao deste trabalho, a ligacdo de PGE:> a seus receptores EP2 ou EP4 eleva
0s niveis intracelulares de AMPc e consequente maior ativacdo de PKA (Gomes et
al., 2018; Payner et al., 2006). PKA ativada reduz a polimerizagdo de F-actina pelo
estimulo da atividade de cofilina-1 (Serezani et al., 2012). Aléem do mais, PKA
fosforila RhoA e desse modo reduz a afinidade de ROCK por esta Rho GTPase
(Dong et al., 1998). Dessa maneira, PGE> promove a diminuicdo da atividade de
RhoA (Huang et al., 2007; Chang et al.,1998). Assim, quando a producao de PGE>
foi reduzida pela inibicdo de COX-1 por SC560 houve o aumento da atividade de
RhoA nas células.

Os efeitos celulares ocasionados pela interacdo de PGE. com seus
receptores também podem ser resultado da transativacédo do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR). Embora o receptor EP1 possa estimular a
transativacdo de EGFR, o enfoque da discussdo deste trabalho serd dado aos
receptores EP2 e EP4 que sdo os mais relevantes para as linhagens analisadas
nesta pesquisa.

Em células de glioma, a ligagdo de PGE: a EP2 ou EP4 pode levar a
formacdo do complexo B-arrestina 1-Src com subsequente ativacdo de EGFR. A
ativacdo de EGFR pode desencadear varias cascatas de transducdo de sinal
envolvendo as vias de sinalizacdo MAPK, PI3K/Akt, STAT e fosfolipase C (PLC)
(Oliver et al.,, 2016). Essas cascatas de sinalizacdo estdo relacionadas a
proliferacdo, inibicdo da apoptose, reorganizacdo do citoesqueleto e motilidade
(Wang, 2016). Ramis e colaboradores (2012) demonstraram que a inibicdo de
EGFR levou a ativagdo de Rho e inibicdo da atividade de Rac em células U87MG, o
gue acarretou na formacao de fibras de estresse. Além do mais, as imagens de
microscopia de constrate de fase das linhagens U87MG e T98G tratadas com

inibidor de EGFR erlotinibe, sdo muito similares as registradas neste trabalho,
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quando essas células foram tratadas com SC560. A inibicdo de EGFR também
reduziu a migracéo de células U87MG e T98G no ensaio de fechamento de ferida.
Interessantemente, o tratamento dessas células com inibidores de Rho ou ROCK
restabeleceram a migracdo de células tratadas com erlotinibe. Esses dados
confirmam que a reducao da migracao celular dessas linhagens deveu-se a ativacéo
da via de sinalizagdo Rho/ROCK.

Tratamento de células de glioma humano, incluindo a linhagem U87MG com
diclofenaco ou IBP levou a redugcao da migracdo celular e alteracdo da morfologia
celular com células maiores e que apresentavam maior concentracdo de actina
cortical (Leidgens et al., 2015). Tratamento com indometacina ou inibidor de adenilil
ciclase (SQ22536) também levaram ao aumento de F-actina na periferia da célula.
Neste mesmo estudo, foi demonstrado que indometacina e SQ22536 aumentaram a
fosforilacdo de cofilina-1, tornando-a menos ativa (Serezani et al., 2012). O efeito
observado no citoesqueleto de actina com a indometacina ou SQ22536 foi
semelhante ao obtido neste projeto com a inibicdo seletiva de COX-2 com NS398.

Foi observado, neste trabalho, que a inibicdo seletiva de COX-1 (SC560) teve
um efeito mais intenso sobre a morfologia e citoesqueleto de actina das linhagens
estudadas do que a inibicdo de COX-2 (NS398). Provavelmente, isso deve-se ao
fato de COX-1 ser mais expressa em astrocitos do que COX-2. Desse modo, 0
efeito da inibicdo da isoforma 1 de COX tem um maior efeito sobre essas células.
Além da intensidade do efeito, houve também diferencas no rearranjo do
citoesqueleto de actina com a inibicdo seletiva de COX-1 e COX-2 nas células
U87MG e T98G. Jain e colaboradores (2004), também demonstraram que a inibicao
de COX em ceélulas de cancer coloretal (HCT-116) com dois inibidores seletivos
DFU (COX-2) e SC560 (COX-1) resultou em diferentes rearranjos de F-actina.
Enquanto DFU aumentou a actina por todo citoplasma celular, SC560 diminiu a
marcacdo de actina no citoplasma e intensificou a marcacdo da actina no coértex
celular (Jain et al., 2004).

Neste trabalho, IBP ndo apresentou efeitos sobre a morfologia celular e
citoesqueleto de actina das células U87TMG e T98G. Embora, Leidgens e
colaboradores tenham observado efeito de IBP sobre a F-actina na linhagem
U87MG. Provavelmente, a diferenca nos resultados deve-se ao fato deles terem
utilizado concentragbes mais elevadas de IBP (0,5 mM, 1 mM e 2 mM) do que as

utilizadas em nosso grupo (100 uM para US7MG e 200 pM para T98G). Jain e
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colaboradores (2004) também observaram alteragcées no citoesqueleto de células de
cancer colorretal muito mais intensos com a inibicdo seletiva de COX-1 com SC560
(25 pM) do que com inibidor ndo seletivo indometacina (100 pM), mesmo a
concentracdo de indometacina sendo 4 vezes maior do que a de SC560. O que
indica que as alteracdes no citoesqueleto de actina sdo mais intensas com o uso de
inibidores seletivos de COX, esses achados corroboram com os resultados obtidos
€em nosso grupo.

Nas linhagens U87MG e T98G a inibicdo farmacolégica de mPGES-1 com
CAY10526 levou a alteracdo da morfologia celular, com diminuicdo dos
prolongamentos celulares e consequentemente arredondamento do corpo celular. A
marcacdo de F-actina demonstrou a desestruturacdo dos filamentos de actina e
reducéo das fibras de estresse. CAY10526 foi uma das drogas que mais reduziu a
migracao celular. De acordo com Pokorna e colaboradores (1994), embora as fibras
de estresse possam limitar a migracao celular, células com os filamentos de actina
completamente desorganizados também diminuem sua capacidade migratoria.

Diversas pesquisas demonstraram a relacdo entre expressao ou ativacao de
RhoA e expressdo de mPGES-1. Choi e colaboradores (2011) observaram que a
ativacdo de RhoA aumenta a atividade do promotor transcricional de mPGES-1,
promovendo o0 aumento da expressao génica e proteica de mPGES-1. Esse grupo
também mostrou que a ativacdo de RhoA aumenta a transcricdo do gene de
MPGES-1 por meio de diversos moduladores transcricionais, incluindo NF-kB e
EGR-1 ligado a ERK1/2. Em contrapartida, células HEK293 com superexpresséao de
MPGES-1 apresentaram aumento da expressao génica e proteica de RhoA (Kamei
et al., 2003). Esses dados sugerem que tanto a atividade de RhoA influencia na
expressdo de mPGES-1, quando a atividade de mPGES-1 estimula a expressao de
RhoA.

Além da influéncia na expressao de RhoA, mPGES-1 desempenha papel na
regulacdo de EGFR. O estimulo de EGFR leva ao aumento da expressao génica e
proteica de mPGES-1 nas células HT-29, A431 e A549. EGF também aumenta a
expressdo de COX-2 nas células, mas nao altera cPGES ou mPGES-2. Enquanto
gue, a inibicio de mPGES-1 anula a ativacdo de EGFR e diminui a expressao de
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e FGF-2 (fator de crescimento de
fibroblastos 2) (Donnini et al., 2012). Tendo em vista que a inibicdo de EGFR inibe a

atividade de Rac em células de glioma, incluindo células U87MG (Ramis et al.,
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2012), o impacto da inibicao de mPGES-1 na morfologia celular e no rearranjo do
citoesqueleto de actina parece envolver tanto a inibicdo de Rho quanto de Rac.
Salhia e colaboradores (2005) demonstraram que a inibicdo simultanea de ROCK
(Y27632) e Rac (siRNA Rac) tornou-se as células de astrocitoma mais espraiadas e
sem fibras de estresse. Esse efeito foi muito semelhante ao observado com o
tratamento das células US7MG e T98G com CAY10526.

Neste trabalho, ndo foi observado alteracdes na morfologia e no
citoesqueleto de actina das células U87MG e T98G tratadas com PGE>. Muito
provavelmente, pelo fato dessas linhagens produzirem niveis elevados de PGE> em
cultura, a adicdo de PGE:> exdégeno nao foi suficiente para promover essas
alteracbes para além do estado basal. Esses dados sugerem que um dos
mecanismos pelo qual a inibicdo das isoformas de COX, assim como, de mPGES-1
reduz a migracao de células de GBM envolve alteracdes do citoesqueleto pela acao
de enzimas da familia Rho GTPases.

A adesdo das células a matriz extracelular é uma etapa imprescindivel
durante a migracéo celular. Células de glioblastoma produzem e secretam proteinas
da MEC de modo a favorecer a migracdo das células tumorais. Essa matriz € rica
em proteinas que aumentam a motilidade celular como LAM, FN, COL4 e VTN
(Vehlow, Cordes, 2013). Em trabalho anterior do nosso grupo, foi demonstrado por
analises de western blot, imunoistoquimica e imunofluorescéncia que as linhagens
de GBM U87MG e U251MG produzem LAM, FN, VTN e COL4 (Feitoza, 2013).
Estudo realizado em nosso grupo de pesquisa, mostrou por imunoistoquimica que
células C6 in vivo expressam FN, COL4 e VTN (Ramos, 2007).

Sabe-se que as enzimas COXs modulam a expressdo de diversos genes
através da acao dos produtos de sua via. A interacdo de PGE, com seus receptores
EP2 e EP4, por exemplo, desencadeam diferentes cascatas de sinalizacdo celular
gue ativam diversos reguladores e fatores de transcricdo, como NF-kB, EGR1 e
CREB, que por sua vez regulam a expressao de varios genes relacionados ao ciclo
celular, metabolismo, sobrevivéncia celular, proliferacdo, inflamacéo, proteinas de
adesdo celular, citoesqueleto, dentre outros (Oliver et al., 2016). Também é descrito
na literatura a alteracao da expressao génica desencadeada pela a¢éo de inibidores
de COX (Wang et al., 2016). Com base nesses dados, decidiu-se investigar, neste
trabalho, se os inibidores de COX IBP, SC560 e NS398, assim como, o inibidor de
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MPGES-1 CAY10526 e PGE:> exdgeno alteram a expresséo dos genes de LAM, FN,
COL4 e VTN.

Em células U87MG tratadas com IBP e CAY10526 foi observada a reducéo
significativa da expressao génica de LAM. Os tratamentos com os inibidores SC560
e NS398 ndo alteraram os niveis de mRNA dessa proteina. Enquanto que o
tratamento com PGE> aumentou significativamente os niveis de mRNA de LAM. Na
linhagem T98G IBP, NS398 e CAY10526 reduziram a expressao génica de LAM. O
tratamento com SC560 e PGE> ndo alteraram os niveis de mRNA de LAM nesta
linhagem.

Dados anteriores do nosso grupo, mostram que o tratamento de células de
GBM com IBP reduziu a expressdo génica de LAM apenas na linhagem U87MG,
mas nao na linhagem U251MG (Feitoza, 2013). Ishibashi e colaboradores (2005)
demonstraram que células U87MG tratadas com indometacina apresentaram
reducédo da expressao génica de LAM y1. Neste estudo, as células U87MG foram
também tratadas com os inibidores ndo seletivos de COX sulfeto de sulindac,
aspirina e IBP; e os inibidores seletivos SC560 (COX-1) e SC58125 (COX-2). O
sulfeto de sulindaco apresentou efeitos similares aos observados com o tratamento
com indometacina, enquanto que os demais tratamentos n&o alteraram a expressao
de LAM y1.

Indometacina também reduziu a expressdo de LAM nas linhagens de GBM
Al72, T98G, U138 e U373MG. Quando células de cancer colorretal HCT-116 foram
tratadas com indometacina ou sulfeto de sulindaco, ambos os tratamentos
reduziram a expressao génica de LAM y1, embora essas células ndo expressem
COX-1 ou COX-2. Esse resultado indicou que o efeito desses AINES sobre a
expressdo de LAM y1 independe da inibicdo de COX (Ishibashi et al., 2005).
Provavelmente por isso, os resultados observados com o tratamento das células
com outros inibidores de COX néo tiveram o mesmo efeito.

Os resultados observados neste trabalho sé@o similares aos observados por
Feitoza (2013) para a linhagem U87MG tratada com IBP. E interessante observar
gue, apesar de os trés trabalhos terem utilizado oligonucleotideos especificos para a
subunidade y1 de LAM nas analises de PCR, Ishibashi e colaboradores (2005)
obtiveram um resultado diferente em células U87MG tratadas com IBP. Por outro
lado, os resultados obtidos por eles com o tratamento das células U87MG com

SC560 ou inibidor seletivo de COX-2 foram iguais aos observados neste trabalho.
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Embora a inibicio de mPGES-1 tenha reduzido significativamente a
expressdo de LAM nas duas linhagens testadas, o tratamento com PGE: estimulou
a expressdo génica de LAM apenas nas ceélulas U87MG, enquanto na linhagem
T98G esse efeito ndo foi observado. Os resultados similares foram obtidos por
Feitoza (2013) que mostrou que PGE> aumentou significativamente a expresséo de
LAM em células U87MG, mas nao alterou a expressao génica de LAM em células
U251MG. Esses dados sugerem que o efeito de CAY10526 sobre a expressao
génica da LAM pode envolver mecanismos nao diretamente relacionados a
diminuicdo da producdo de PGE: pelas células.

Sabe-se que os efeitos anti-inflamatorios dos AINES devem-se, ao menos em
parte, a acdo dessas drogas em mecanismos que ndo envolvem apenas a inibicao
das COXs. Visto que, a concentracdo requerida para inibicdo das COXs e,
consequentemente, para a reducdo da producdo das PGs é muito inferior a
concentragdo necessaria para os efeitos anti-inflamatorios (Wang et al., 2016).
Durante o estudo da modulacdo da expressdo dos diversos genes alvos desse
projeto, a acdo dos diferentes inibidores de COX ou do inibidor de mPGES-1
apresentaram resultados diferentes.

E descrito na literatura que diferentes inibidores de COX alteram a express&o
génica de maneira distinta. Esses inibidores estimulam ou inibem a expresséo de
diversas proteinas relacionadas a diferentes vias de sinalizacdo celular. Por
exemplo, enquanto tanto IBP quanto NS398 estimulam a expresséo do citocromo C,
apenas NS398 estimula a expressao de 15-LOX-1 e 15-LOX-2. Por outro lado, IBP
e ndo NS398 estimula a expressdo de PPARy (Wang et al., 2016).

Toscano e colaboradores (2007) viram que camudongos silenciados
geneticamente para uma das isoformas de COX (COX-1 ou COX-2) expressaram
diferencialmente, no cortex cerebral e hipocampo, 93% dos genes analisados. A
maioria dos genes alterados eram relacionados a reguladores de transcricao.
Bottone e colaboradores (2004) viram que o inibidor de COX-2 (SC58125)
necessitou de uma concentracao 5 vezes superior que a concentracao utilizada para
o inibidor de COX-1 (SC560) para modular, de maneira semelhante, a expressao
génica de 6 dos 8 genes analisados.

Além da analise da expressdo génica de LAM em células US7MG e T98G
tratadas com PGE:z ou os inibidores utilizados neste projeto. Foi realizada a analise

da expresséao desta proteina através de ensaios de western blot. Em células U87MG
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tratadas com IBP, SC560, NS398 e PGE: néo foi observada alteracao significativa
nos niveis desta proteina. Por outro lado, a inibicio de mPGES-1 reduziu
significativamente os niveis de LAM. Na linhagem T98G IBP e NS398 néo
apresentaram efeito sobre os niveis da proteina LAM. CAY10526 reduziu os niveis
de LAM. Enquanto SC560 e PGE> aumentaram sua expressao.

Ishibashi e colaboradores (2005) demonstraram que células U87MG tratadas
com indometacina ou sulfeto de sulindaco apresentaram reducdo da expresséo
proteica de LAM y1. A reducao dos niveis da proteina LAM y1 em células U87MG
tratadas com indometacina ou sulfeto de sulindaco foi diretamente proporcional a
concentracdo e tempo de tratamento. O tratamento das células U87MG com IBP, na
mesma concentracdo utilizada neste projeto, ndo alterou os niveis de LAM, o
mesmo foi obtido com o tratamento com ASA. Os inibidores especificos de COX
SC560 (COX-1) e SC58125 (COX-2) nao alteraram os niveis de LAM, nem mesmo
guando as células UB7MG foram tratadas com concentracdes 2 vezes superiores a
utilizada neste trabalho. Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste
trabalhado com o tratamento de ambas linhagens com IBP, assim como, o efeito
observado com a inibicdo seletiva de COX-2.

Embora, o tratamento com CAY10526 tenha reduzido os niveis de LAM em
ambas as linhagens. O tratamento com PGE: exdgeno apresentou resultados
diferentes em cada uma das linhagens analisadas. Em células U87MG PGE: néo
aumentou os niveis de LAM, ja nas células T98G este prostanoide elevou a
expressao dessa proteina. O efeito de PGE: sobre a expresséo de LAM nas células
T98G, foi semelhante ao observado em células endotelias tratadas PGE. com
exdgeno. Esse mesmo grupo viu que o tratamento das células endoteliais com
celecoxibe acarretou na reducdo da expressédo de LAM (Ji, Tsirka, 2012). Feitoza
(2013) observou o aumento da expressdo génica de LAM em células U8S87MG
tratadas com PGE2, enquanto esse tratamento ndo alterou os niveis de mRNA de
LAM na linhagem U251MG.

Provavelmente, a reducéo da expressdo de LAM em células U87MG tratadas
com CAY10526 nao esteja diretamente relacionada com a reduc¢éo da producédo de
PGE>. Uma vez que PGE: ndo estimulou a expressdo desta proteina nessa
linhagem. Resultados obtidos por Ishibashi e colaboradores (2005) corroboram com
essa hipétese. Ja que, os inibidores indometacina e sulfeto de sulindaco reduziram

a expresséo de LAM y1 em células que néo expressam COX.
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A LAM é encontrada na MEC de GBM em diferentes isoformas e sua
expressdo esta diretamente relacionada ao aumento da migragcdo e invasividade
tumoral (Coniglio, Segall, 2013; Wu et al., 2016; Kawataki et al., 2007). Desse modo,
a reducdo da expressdo génica e proteica de LAM promovido pela inibicdo
farmacolégica de mMPGES-1, observada neste trabalho, pode ser um dos
mecanismos pelos quais CAY10526 reduz a migragdo de ambas linhagens
estudadas.

Neste trabalho, a expressdao génica de FN em células US7TMG e T98G
tratadas com IBP, SC560, NS398, CAY10526 e PGE: foi analisada. Os tratamentos
com SC560 e CAY10526 reduziram a expressao do gene de FN nas células
U87MG. Os demais tratamentos ndo apresentaram alteracdes significativas nos
niveis de mRNA de FN nesta linhagem. Nas células T98G NS398 e CAY10526
diminuiram os niveis de mMRNA do gene de FN. Os demais tratamentos nao
resultaram em alteracg&o significativa da expressao génica de FN.

Em trabalho anterior do nosso grupo, o tratamento das células U87MG com
IBP reduziu a expressao génica de FN, enquanto PGE: elevou os niveis de mRNA
dessa proteina. Em células U251, IBP n&o alterou a expressao desse gene e PGE:
aumentou sua expressao (Feitoza, 2013). A inibicdo de COX com celecoxibe
reduziu a expressdo de FN em células endoteliais de rato (Tang et al., 2015). Yang
e Sorokin (2011) demonstraram que COX-2 altera a expressado génica de FN
aumentando a atividade de seu promotor. E interessante notar, neste trabalho, o
inibidor especifico de COX-2 (NS398) apenas reduziu a expressao génica de FN
nas células T98G.

Andlises de western blot mostraram que o Unico tratamento que alterou a
expressdo de FN em células U87MG e T98G foi CAY10526. Em células de cancer
de préstata tanto o silenciamento genético de mPGES-1 ou sua inibicdo com a
droga MF63 levou a reducdo da expressdo de FN (Finetti et al., 2015). O
silenciamento genético de mPGES-1 também acarretou na reducdo da expressao
de FN em células de cancer de pulméo (Terzuoli et al., 2019). Embora os inibidores
de COX utilizados neste trabalho ndo tenham alterado os niveis da proteina FN. Hsu
e colaboradores (2015) mostraram que a deplecdo génica de COX-2 inibe a
expressdo de FN induzida por EGF. Esse efeito foi revertido com o tratamento das

células com PGE,. Resposta similar foi observada por Cheng e colaboradores
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(2005), que verificaram que o inibidor de COX-2 SC58236 atenua a expressao de
FN em camudongos apos lesao renal.

Lal e colaboradores (1999) mostraram que a expressao génica de FN € maior
em amostras de GBM do que no cérebro normal. Essa proteina também foi
identificada em bidpsias de pacientes com GBM (Koh et al., 2018). Na MEC de
GBM, FN aumenta a adesao e motilidade celular tanto de linhagens estabelecidas
guanto de culturas primarias (Mahesparan et al., 1997; Mahesparan et al., 1999).
Trabalho anterior do nosso grupo, mostrou que em modelos de glioma in vivo a FN
foi identificada tanto ao redor das células tumorais (C6), quanto associada a MEC
peritumoral no tecido sadio, o que indica que FN seja um substrato relevante nas
areas de infiltracdo tumoral no tecido cerebral adjacente (Ramos, 2007). Dessa
forma, a reducdo da expresséo de FN ocasionada pela inibicdo de mPGES-1 pode
estar colaborando para reducédo da migracéo das células UB7MG e T98G.

A expressao génica de COL4 em células UB7TMG e T98G expostas aos
diferentes tratamentos estudados neste trabalho também foi analisada. A inibicdo de
COX-1 com SC560 na linhagem U87MG aumentou a expressao génica do gene de
COL4. IBP e NS398 nédo alteraram significativamente os niveis de mRNA desse
gene na linhagem U87MG. CAY10526 reduziu os niveis de mRNA de COL4,
enquanto PGE> aumentou sua expresséo (p=0,0517). Em células T98G, SC560 e
PGE2 néo alteraram a expressdo génica de COL4, enquanto que os inibidores IBP,
NS398 e CAY10526 reduziram significativamente os niveis de mRNA de COLA4.

De modo semelhante ao observado neste trabalho, Feitoza (2013) constatou
gue IBP nédo altera a expressdo génica de COL4 na linhagem U87MG. Em
contrapartida, diferente dos resultados obtidos nesta pesquisa, o tratamento das
células U87MG com PGE:2 néo alterou os niveis de mRNA de COL4. Na linhagem
U251, Feitoza (2013) observou que IBP reduz significativamente a expressao génica
de COL4, enquanto que PGE:> ndo alterou a expressdo desse gene. Cheng e
colaboradores (2005) demonstraram que a inibicdo de COX-2 reduz os niveis de
MRNA de COL4 em camundongos apoOs injuria renal. Os diferentes resultados
obtidos com a inibicdo das COXs nas linhagens estudadas, assim como, com 0
tratamento com PGE> indicam que a modulacdo da expressdo do gene de COL4
nas linhagens de GBM néo esta diretamente relacionada com a diminuicdo da
producdo dessa prostaglandina nas células. Esse dado fica ainda mais evidente ao

se observar que a inibicdo de mPGES-1 reduziu a expressao génica de COL4 nas
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células T98G, mas o tratamento das células com PGE2 ndo apresentou o efeito
oposto.

A expressao proteica de COL4 foi analisada, por western blot, apenas na
linhagem T98G devido a dificuldade de marcacdo desta proteina nos lisados
celulares da linhagem U87MG. Os resultados demonstram que o tratamento com
IBP ou PGE: ndo altera a quantidade de COL4 produzida por essas células. O
inibidor de COX-1 estimulou a producdo de COL4, enquanto o inibidor de COX-2
reduziu a expressao dessa proteina. CAY10526 reduziu a expressdo de COL4 nas
células T98G.

Ramos (2007) verificou que em modelo de glioma in vivo, a imunomarcagao
de COL4 foi homogénea no tumor mas no tecido cerebral sadio, COL4 foi marcada
apenas nos vasos sanguineos, o que sugere que COL4 foi expressa pelas células
tumorais. Neste mesmo trabalho, foi observado que as células C6 nao foram
capazes de depositar COL4. Além do mais, a imunomarcacdo de COL4 em
amostras de pacientes néo foi possivel. De maneira semelhante, neste trabalho, a
marcacdo de COL4 em lisados de células UB7MG néo foi possivel. No entanto,
Feitoza (2013) marcou COL4 em células US7MG em ensaios de imunoistoquimica.
Dessa forma, € provavel que as células UB7TMG produzam baixas quantidades de
COLA4.

Semelhante ao observado na linhagem T98G, a inibicdo especifica de COX-2
com inibidor SC58236 reduziu a expressdo de COL4 induzida por lesdo renal em
camundongos (Cheng et al, 2005). Neste trabalho, a auséncia de efeitos
antagbnicos com a inibicdo de mPGES-1 e tratamento com PGE, exdgeno indicam
gue os mecanismos pelos quais CAY10526 reduz a expressdo de COL4 em células
T98G nao é dependente na inibicdo da producdo desta PG. Além do mais, a inibicdo
de COX-1 apresentou um efeito oposto ao observado com a inibicio de COX-2
nessas células, o que corrobora com a hipétese levantada.

E interessante ressaltar que o tratamento das células T98G com SC560
estimulou a expressdo de LAM e COL4. Talvez o estimulo da producédo de proteinas
da MEC seja um dos mecanismos envolvidos com a producao de fibras de estresse
observas nas células T98G tratadas com SC560. Visto que, fibras de estresse séo
formadas quando as células estdo aderidas a um substrato inflexivel (Glenn,

Jacobson, 2003). Contudo, como SC560 nédo estimulou a producdo de proteinas de
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MEC na linhagem U87MG, mas provocou a formacio de fibras de estresse. E
possivel que haja outros mecanismos envolvidos neste processo.

Na MEC de gliomas o COL4 esta relacionado com o grau do tumor e o nivel
de invasividade tumoral, além de estimular a migracdo celular (Mahesparan et. al,
1999; Pencheva et al.,, 2017). Assim sendo, a reducdo da migracao celular
promovida pelos inibidores NS398 e CAY10526 pode estar relacionada a inibigéo da
producéo de COL4 na linhagem T98G.

A expressao génica de VTN em células U87MG e T98G tratadas com IBP,
SC560, NS398, CAY10526 e PGE:> foi avaliada por PCR em tempo real. IBP e
CAY10526 reduziram a expressdo génica de VTN nas células U87MG. Os demais
tratamentos nao afetaram os niveis de mRNA desta proteina. Na linhagem T98G,
IBP, SC560 e NS398 reduziram a expressdo génica de VTN. Enquanto que,
CAY10526 e PGE: nao alteraram a expressao dessa proteina. Diferente dos
resultados observados neste projeto, Feitoza (2013) observou que IBP néo alterou
os niveis de mRNA de VTN nas linhagens U87MG e T98G. Em contrapartida, em
ambos os trabalhos, os resultados obtidos com o tratamento das linhagens de GBM
com PGE: foram semelhantes.

A andlise da expressao de VTN, por western blot, ndo foi possivel devido a
dificuldade de marcacdo dessa proteinas em lisados de células U87MG e T98G.
Feitoza (2013) também ndo conseguiu realizar a marcacdo de VTN nas linhagens
U87MG e U251MG em ensaios de western blot. Contudo, a imunomarcacéao de VTN
foi possivel em andlises de imunoistoquimica, o que indica que essa proteina é
expressa nas células de GBM, porém em quantidades muito baixas para serem
detectadas por western blot. Ramos (2007) observou que em modelos de glioma in
vivo VTN é presente apenas em algumas regides proximas da borda do tumor e
geralmente indica o sentido da infiltracdo das células tumorais. Desse modo, VTN
expressa foi expressa em baixas quantidades em comparag¢do com outras proteinas
de MEC estudadas.

Ramos (2007) observou que VTN é mais expressa em tumores mais
migratorios e invasivos. Células de glioma fortemente marcadas para VTN
apresentaram a capacidade de migrar tanto pelo espaco perivascular quanto por
outras estruturas cerebrais como fibras mielinizadas. Pesquisas indicam que VTN
desempenha papéis significativos na progressdo de GBM servindo como um

importante substrato adesivo (Gladson, Cheresh, 1991; Giese et al., 1994) e potente
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estimulador da migragao celular (Mahesparan et al., 1999). Dessa maneira, a
reducdo da expressdo génica desta proteina promovida pela inibicdo das COXs ou
de mPGES-1.

A adesédo das células a MEC durante a migracdo celular € intermediada por
uma série de receptores de membrana. Os principais receptores envolvidos neste
processo séo as ITGs. As ITGs sédo formadas pela combinagdo de subunidades a e
B. Diversas ITGs sdo superexpressas em GBM em comparagdo com o cérebro
sadio. Muitas dessas ITGs estdo envolvidas com a progressao tumoral em GBM
através da ativacdo de cascatas de vias de sinalizagdo celular que promovem a
proliferacdo celular, inibem a apoptose e estimulam a angiogénese (Caffo et al.,
2012). A expressao elevada de a3, a5, av, 31, B3, avB3 e a3B1 esta correlacionada
com o pior prognéstico e menor taxa de sobrevida de pacientes com GBM. A
expressao das ITGs avB3, avB5 estdo relacionadas o fenétipo mais invasivo em
células de GBM, além do mais essas ITGs aumentaram a invasao de células
U87MG in vitro e in vivo (Malric et al., 2017; Vehlow, Cordes, 2013).

Neste trabalho, a influéncia dos inibidores de COX e mPGES-1 ou PGE: na
expressao das principais ITGs que interagem com as proteinas de MEC LAM, FN,
COL4 e VTN, e que sao superexpressas em GBM foi investigada. Para isso, foram
realizadas analises de expressdo génica, por PCR em tempo real, e avaliacdo da
expressao proteica, por ensaios de western blot, das subunidades dessas ITGs. As
subunidades analisadas foram av, a3, a5, 1 e 3.

Andlise da expressdao génica da ITG a3 revelou que IBP reduziu
significativamente os niveis de mRNA desta integrina na linhagem U87MG. Os
demais tratamentos ndo alteraram a expressao desta ITG nas células U87MG. Na
linhagem T98G SC560, NS398 e CAY10526 reduziram a expressdo de ITG a3.
Feitoza (2013) demonstrou que o tratamento das linhagens U87MG e U251MG com
IBP reduziu a expressao de ITG a3, enquanto PGE2 aumentou a expressao desta
ITG nessas células.

Andlise da expressdo de ITG a3, por western blot, revelou que o0s
tratamentos analisados ndo ocasionaram alteracdo da expresséo dessa subunidade
de ITG nas células U87MG. No entanto, a analise estatistica ndo pode ser realizada
pois o experimento s6 foi realizado duas vezes. Além do mais, os efeitos de
CAY10526 sobre a expressao desta ITG nédo foi avaliada. Na linhagem T98G
CAY10526 reduziu significativamente a expressao de ITG a3 e NS398 reduziu em
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33% a expressao dessa ITG. A subunidade a3 de ITG pode mediar juntamente com
a subunidade B1 a interacdo das células com substratos de MEC como LAM, FN,
COL4. A reducéo de ITG a3 por CAY 10526 pode indicar que esse inibidor ndo esta
apenas reduzindo a expressdo dessas proteinas de MEC mas também de
receptores que intermediam a adesédo das células a esses substratos.

Aggarwa e colaboradores (2014) mostraram que, embora tenha havia muita
variacdo entre as amostras, h& correlacdo estatisticamente significativa entre a
expressao da ITGa3B1 e COX-2 em amostras de pacientes com cancer. Em nossas
andlises, o inibidor de COX-2 NS398 reduziu a expressao da ITG a3 na linhagem
T98G, mas néo apresentou 0 mesmo efeito na linhagem U87MG.

Estudo realizado com células de cancer de pulmdo demonstrou que o
sileciamento genético de mMPGES-1 levou a redugédo da expressao da ITG B3. Da
mesma forma, células A549 tratadas com inibidor de mMPGES-1 MF3 expressao
niveis reduzidos dessa ITG (Terzuoli et al, 2019). Esses dados corroboram com o
efeito observado em células T98G tratadas com CAY10526.

Andlise da expresséo génica de ITG a5 em células U87MG e T98G expostas
aos tratamentos utilizados neste projeto, mostrou que CAY10526 reduziu da
expressao génica da ITG a5 em células US7TMG. NS398 e SC560 reduziram os
niveis MRNA desta subunidade de ITG em células T98G. Feitoza (2013) observou
gue quando as células U87MG e U251MG foram tratadas com IBP ndo houve
alteracao da expressao génica de ITG a5. Esse resultado corrobora com os efeitos
observados neste trabalho. Semelhante ao observado neste projeto, o tratamento
da linhagem U251MG com PGE: nao afetou os niveis de mRNA de ITG a5. No
entanto, a exposicdo das células U87MG a PGE: estimulou o aumento da
expressao de ITG ab.

Foi verificado, por western blot, células U87MG tratadas com NS398
aumentou a expressao da ITG a5 em 29%, enquanto CAY10526 reduziu a
expressdo dessa ITG em 41%. No entanto, esses resultados ndo foram
estatisticamente significativos. Na linhagem T98G nenhum dos tratamentos alterou
a expressao da subunidade a5 de ITG. A subunidade a5 de ITG em conjunto com a
subunidade B1 consiste em uma das principais integrinas de ligacdo a FN. A
reducdo da expressdo dessa ITG em células U87MG tratadas com NS398 e
CAY10526 demonstra que esses tratamentos afetam ndo apenas a expressao de

FN mas também seu principal receptor.
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Analise de expressao do gene de ITG av em células U87MG tratadas com o0s
diferentes inibidores e PGE,, demonstrou que IBP e CAY10526 reduzem a
expressdo desse gene, enquanto PGE> aumentou os niveis de mRNA de ITG av.
Na linhagem T98G, SC560, NS398 e CAY10526 reduziram significativamente a
expressdo dessa subunidade de ITG. Os resultados obtidos com o tratamento das
células U87MG com IBP e PGE> sdo semelhantes aos observados por Feitoza
(2013) em ambas linhagens US7MG e U251MG.

Ensaios de western blot mostraram que o tratamento de células U87MG com
IBP e SC560 reduziram significativamente a expressao da ITG av. Em linhagem
T98G SC560 diminuiu a expressao da ITG av em 29,5%, enquanto NS398 reduziu a
expressdo dessa integrina em 25,4%. Em células T98G, CAY10562 reduziu os
niveis de ITG av em 42%. A influéncia de CAY10526 sobre a expressao dessa ITG
na linhagem U87MG néo foi avaliada.

A subunidade av juntamente com a subunidade B3 consiste na principal
integrina de ligacdo a VTN, mas também pode intermediar a interagdo das células
com FN. A subunidade av junto com a 1 pode mediar a ligacdo das células a FN ou
VTN. Os resultados obtidos indicam que, em células T98G, CAY10526 interfere
tanto na expressao de FN quanto de seu receptor de ITG contendo a subunidade
av. Embora a quantificacdo da proteina VTN néo tenha sido realizada, a diminuicéo
da expressdo génica e proteica da subunidade av observada na linhagem T98G
tratada SC560 e NS398 pode indicar que esses tratamentos interferem tanto na
expressdo de VTN quanto de seus receptores. No entanto, esta hipotese necessita
ser melhor investigada.

Em modelos de glioma de rato in vivo, ITG av foi fortemente marcada em
células infiltrando o parénquima cerebral, algumas dessas células foram localizadas
em sitios distantes do tumor. Esses dados sugerem que células de glioma com
maior expressdao de ITG av tem maior capacidade migratéria. Também foi
observado a intensa imunomarcacgao de ITG av em células tumorais migrando pelo
espaco perivascular e areas ricas em mielina, como o corpo caloso. O espaco
perivascular, em especial, possui grandes quantidades de FN e VTN, e essas
proteinas da MEC sado os principais ligantes de ITG av. Como, nos modelos
tumorais avaliados, a marcacao de ITG B1 néo foi co-localizada com ITG av é
provavel que a adesao das células nessas estruturas estivesse sendo mediada pela
ITG avB3 (Ramos, 2007).
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Estudo em fase clinica Il utilizando um anticorpo especifico para as ITG av33
e ITG avB5 demonstrou que a inibicdo dessas ITGs resultou na regressao tumoral
em pacientes com GBM e néo foi observada recorréncia tumoral durante todo o
periodo do estudo (10 meses) (Reardon et al., 2008). Dessa forma, a reducdo da
expressao de ITG av promovido pelo tratamento das células de GBM com os
inibidores de COX e mPGES-1 pode indicar a relevancia dessas enzimas como
potenciais alvos terapéuticos em GBM.

Anadlise de PCR em tempo real mostrou que, em células U87MG, nenhum
dos tratamentos alterou significamente a expressao da ITG 1, embora CAY10526
tenha reduzido a expressao desta ITG (p<0,0533). Em células T98G, os tratamentos
com SC560, NS398 e CAY10526 reduziram significativamente a expressédo dessa
ITG. Feitoza (2013) observou a redugéo da expressao da ITG 1 em células UB7TMG
e U251MG tratadas com IBP, enquanto que o tratamento com PGE:> tenha elevado
os niveis de mRNA desta ITG apenas na linhagem U251MG.

A quantificagdo da proteina ITG 1 em células U87MG expostas a todos 0s
tratamentos avaliados neste projeto, demonstrou que CAY10526 reduz
significativamente a expressdo desta ITG. Nas células T98G NS398 reduziu
significativamente os niveis proteicos de ITG 1 e CAY10526 diminuiu em 42% a
expressdo dessa proteina. A subunidade (B1 esta presente em uma grande
variedade de ITG. A reducdo da expressao dessa proteina é um forte indicativo da
perda da expressao de varios receptores de superficie celular, o0 que acarreta em
menor interacdo entre as células e elementos da MEC.

Em modelo de glioma in vivo, a subunidade B1 foi mais expressa na
superficie de células localizadas na borda do tumor, o que indica que essa ITG &
mais expressa em células infiltrando o parénquima cerebral sadio. Neste mesmo
estudo foi observado que os tumores mais infiltrativos expressavam mais ITG 31
(Ramos, 2007).

Em estudo com linhagens de cancer de colon demonstrou que células
tratadas com o inibidor de COX-2 JTE-522 reduzem a migracao celular, assim
como, a adesdo em COL1, COL2, COL4 e LAM. ApoOs andlise de imunoistoquimica
e western blot, os pesquisadores viram que o tratamento com este inibidor reduziu a
expressao da ITG B1 nas células (Yazawa et al., 2005). Esses dados corroboram
com os resultados obtidos, neste trabalho, com o inibidor de COX-2 em células

T98G. Tendo em vista que esse inibidor reduziu a expressdo génica e proteica
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desta ITG. Ja silenciamento genético de mPGES-1, em células de céancer de
préstata, ocasionou a reducéo da expressédo da proteina ITG 1. Esse resultado foi
similar ao observado em nosso estudo com a inibicdo farmacoldgica de ITG 1 nas
linhagens estudadas.

Massoumi e colaboradores (2003) observaram que células Caco-2 tratadas
com NS398 reduziram a adesdo ao colageno, enquanto que células tratadas com
PGE: aumentaram a adeséo celular. O antagonista de receptores de PGE> AH6809
reduzem a adesdo das células ao colageno. Foi verificado que o PGE, aumenta a
expressdo da ITG a2B1 nessas células, o bloqueio da ITG a2B1 com anticorpos
reduziu a adesdo celular em colageno tipo I. Por outro lado, quando as células
foram pré-incubadas com AH6809, PGE> ndo alterou a expressao de a2B1. Esses
dados sugerem que PGE:> estimula a expressdo de a2B31 através de mecanismos
relacionados a ativacdo do receptor EP2. Por outro lado, NS398 reduziu a
expressao de ITG a231 por inibir a produ¢cao de PGE> nas células. Embora NS398
tenha ocasionado a reducéo da expressao de ITG 1 em células T98G, em nosso
estudo, PGE:> néo teve o efeito oposto.

Andlises da expressédo génica de células U87MG mostrou que CAY10526
reduziu os niveis de mMRNA da subunidade B3 de ITG. Em células T98G os
inibidores SC560 e CAY10526 reduziram a expressao génica de ITG 3. Em ambas
as linhagens analisadas, IBP e PGE> n&do alterou a expressao génica de ITG 3. Os
resultados observados por Feitoza (2013) corroboram com os demonstrados neste
trabalho, visto que o tratamento das células UB7MG e U251MG com IBP ou PGE:>
nao afetaram a expressao génica de ITG 3.

A quantificacdo da proteina ITG B3 em células UB7MG mostrou que NS398
reduziu 42% a expressao dessa ITG. Em células T98G CAY10526 reduziu a
expressdo de ITG B3 em 39%. A subunidade B3 geralmente é associada a
subunidade av. A ITG avB3 é a principal integrina de ligacdo a VTN e a reducéo de
sua expressao pode indicar menor adesdo das células a esse substrato. Note que,
em células T98G, CAY 10526 reduziu tanto a expressao génica da subunidade av
quanto 3. O mesmo foi observado na quantificacdo dessas proteinas por ensaio de
western blot.

A subunidade B3 esta presente na ITG avB3 alvo do anticorpo cilengitide.
Como citado anteriormente, estudo clinico de fase Il o cilengitide tem promovida a

regressdo do GBM em pacientes (Reardon et al., 2008). Em conjunto, os resultados



127

encontrados em nosso estudo sugerem que CAY10526 diminuiu a expressao da
ITG avB3 nessas células. De modo que, a inibicAdo de mPGES-1 pode ser uma
potencial terapia adjuvante em pacientes com GBM.
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6 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste projeto mostram que COXs e mPGES-1

desempenham um papel no crescimento celular, reorganizacdo do citoesqueleto,

expressdo de proteinas da MEC e ITGs, assim como, migracdo celular em
linhagens de GBM.

A inibicdo de mPGES-1 reduziu o numero de células das linhagens U87MG e
T98G em uma concentracdo 4 vezes inferior a concentracdo necessaria do

inibidor de COX, ibuprofeno. PGE: estimulou o crescimento celular.

Inibidores seletivos de COX-1 e COX-2, assim como, o inibidor de mPGES-1
reduziu a migracao das células de GBM in vitro de modo mais acentuado que
ibuprofeno. PGE2 aumentou a migracao das células U87MG, mas nao das
células T98G.

A inibicdo de mPGES-1 ou inibicdo seletiva de COX-1 e COX-2 promoveram
remodelamento da citoesqueleto das células U87MG e T98G. Esses dados
sugerem que a reducdo da migracdo celular promovida por SC560 deve-se,
em parte, a imobilizacdo dessas células pela producéo de fibras de estresse.
Enquanto, CAY10526 desestruturou os filamentos de actina de modo a
dificultar a migragdo celular. PGE2 ndo causou remodelamento do

citoesqueleto.

A inibicdo de mPGES-1 promoveu a reducao da expressao das proteinas da
MEC e seus receptores. Nas linhagens estudadas, o inibidor de mPGES-1
reduziu a expressdo de duas subunidades de ITGs muito relevantes para a
invasdo, migracdo e agressividade em GBM. Foram elas as ITGs B1 e av.
Estudos clinicos tém demonstrado que a inibicdo da ITG av acarreta na
regressdo tumoral em pacientes com GBM. Esses dados sugerem que

MPGES-1 é um potencial alvo terapéutico em GBM.
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e A inibicdo de COX modulou de diferentes formas a expressao das proteinas
da MEC e seus receptores.

e Na maioria das vezes, o tratamento das células com PGE,; nao alterou a

expressdo génica ou proteica das proteina da MEC e seus receptores.

Em conjunto, os resultados sugerem a inibicAio de mPGES-1 apresenta
resultados similares ou superiores aos observados com a inibicao seletiva de COX.
Dessa maneira, MPGES-1 é um possivel alvo para terapia adjuvante em GBM.
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