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RESUMO

Lopes, GHS. Influéncia do acido eicosapentaenoico e acido docosahexaenoico
na migragdo de células de glioblastoma humano e sua relagdo com a proteina
Caveolina-1. Dissertacéao (Mestrado em biologia celular e tecidual) — Instituto de

ciéncias biomédicas — Universidade de Sao Paulo, 2023.

Introducéo: O glioblastoma (GBM) é um cancer com perfil altamente agressivo
e sem tratamentos eficazes até 0 momento, gerando um mau prognostico para
os pacientes. Tem perfil migratorio rapido e metabolismo lipidico alterado. Esse
alto perfil migratorio faz com que as células se espalhem rapidamente pelo tecido
nervoso formando novos focos tumorais. A caveolina-1 (CAV-1) é uma das
proteinas conhecidas que modula a migracao celular e € altamente expressa no
GBM. O &cido eicosapentaenoico (EPA) e o 4cido docosahexaenoico (DHA) sao
dois acidos graxos 6mega-3 de cadeia longa que ja sdo conhecidos por modular
a migracdo e invasao celular, além de participar da biogénese das goticulas
lipidicas (LD). Objetivos: Investigar a influéncia de EPA e DHA na migracéo e
acumulo de LD em células GBM além da expressao génica e proteica da CAV-1
nestas células apés exposicdo a EPA e DHA. Métodos: Neste estudo, foram
utilizadas as linhagens celulares de glioblastoma humano U87MG e T98G. Os
ensaios de ferida e transwell foram realizados para avaliar a migracdo e
transmigracdo das células GBM, respectivamente. As células foram tratadas
com 100uM de EPA ou DHA, ou controle com albumina (BSA) por 72 horas para
ensaio de ferida e 24 e 72 horas para transwell. O PCR em tempo real foi
realizado para avaliar a expressdo génica de CAV-1 em células GBM sob
tratamento com EPA ou DHA. O ensaio de Western Blot foi realizado para avaliar
a expressado da proteina CAV-1 nas células tratas com EPA ou DHA. Para
visualizacao das goticulas lipidicas, as células foram coradas com oil red em 24,
48 e 72 horas apds os tratamentos com EPA ou DHA. Resultados: Os
resultados do ensaio de ferida indicaram que DHA e EPA aumentaram
significativamente a migracdo de T98G quando comparados com o controle.
Nem EPA nem DHA alteraram a transmigracdo em ambas as linhagens celulares
e tempos de tratamento. EPA e DHA foram capazes de reduzir os niveis de
MRNA de CAV-1 em ambas as linhagens celulares. O Western blot mostrou que
EPA e DHA tem uma tendéncia maior de aumentar a expressédo de CAV-1 em
T98G quando comparado com U87MG. A colorac¢do oil red mostrou acumulo de
LD nas células tratadas com EPA e DHA, enquanto o controle ndo apresentou
formacao consideravel de goticulas lipidicas. Conclusdo: Os resultados
sugerem que EPA e DHA participam moderadamente na modulacdo da
migragdo celular. Eles aumentam o acumulo de LD, bem como a expresséo
proteica de CAV-1 e isso possivelmente aumenta o perfil migratorio das células
T98G. EPA e DHA também reduzem a expressao do gene CAV-1. A relacéo
entre 4cidos graxos, CAV-1 e o processo migratorio ainda sao pouco explorados
em GBM, e indica que mais estudos devem ser feitos para elucidar essa relacao.

Palavras-chave: Glioblastoma; Migracdo; Omega-3; Acidos graxos; Caveolina-
1.



ABSTRACT

Lopes, GHS. Influence of eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid on
the migration of human glioblastoma cells and their relationship with the Caveolin-
1 protein. Dissertation (Master degree in cell and tissue biology) — Biomedical

Science Institute — University of Sdo Paulo, 2023.

Introduction: Glioblastoma (GBM) is a cancer with a highly aggressive profile
and without effective treatments so far, generating a poor prognosis for patients.
It has a fast migratory profile and altered lipid metabolism. This high migratory
profile causes the cells to spread rapidly through the nervous tissue, forming new
tumor foci. Caveolin-1 (CAV-1) is one of the known proteins that modulates cell
migration and is highly expressed in GBM. Eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) are two long-chain omega-3 fatty acids that are
already known to modulate cell migration and invasion, in addition to participating
in the biogenesis of lipid droplets (LD). Aims: To investigate the influence of EPA
and DHA on the migration and accumulation of LD in GBM cells in addition to the
gene and protein expression of CAV-1 in these cells after exposure to EPA and
DHA. Methods: In this study, human glioblastoma cell lines U87MG and T98G
were used. Scratch and transwell assays were performed to assess migration
and transmigration of GBM cells, respectively. Cells were treated with 100uM
EPA or DHA, or albumin control (BSA) for 72 hours for wound assay and 24 and
72 hours for transwell. Real-time PCR was performed to assess CAV-1 gene
expression in GBM cells under EPA or DHA treatment. The Western Blot assay
was performed to evaluate the expression of the CAV-1 protein in cells treated
with EPA or DHA. To visualize the lipid droplets, the cells were stained with oil
red at 24, 48 and 72 hours after treatments with EPA or DHA. Results: The
scratch assay results indicated that DHA and EPA significantly increased T98G
migration when compared to control. Neither EPA nor DHA altered transmigration
in both cell lines and treatment times. EPA and DHA were able to reduce CAV-1
MRNA levels in both cell lines. Western blot showed that EPA and DHA have a
greater tendency to increase CAV-1 expression in T98G when compared to
U87MG. Oil red staining showed accumulation of LD in cells treated with EPA
and DHA, while the control showed no considerable formation of lipid droplets.
Conclusion: The results suggest that EPA and DHA moderately participate in
the modulation of cell migration. They increase LD accumulation as well as CAV-
1 protein expression and this possibly increases the migratory profile of T98G
cells. EPA and DHA also reduce the expression of the CAV-1 gene. The
relationship between fatty acids, CAV-1 and the migratory process are still little
explored in GBM, and it indicates that more studies should be done to elucidate
this relationship.

Keywords: Glioblastoma; Migration; Omega 3; Fatty acids; Caveolin-1.
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1. INTRODUCAO
1.1 Gliomas

Os gliomas séo tumores primarios do sistema nervoso central que tem
como origem, as células da glia — astrdcitos, oligodendrdcitos, microglia e células
ependimarias. As células da glia tem como funcdo principal a nutricéo,
sustentacdo e protecdo dos neurdnios e, histologicamente, os gliomas tem
caracteristicas semelhantes as células da glia normais e, por isso, sdo nomeados
de acordo com essas semelhancas (ARAM S MODREK; N SUMRU BAYIN;
DIMITRIS G PLACANTONAKIS, 2014; LOUIS et al., 2007)

Os gliomas compreendem o grupo dos tumores neuroepiteliais e cerca
de 33% dos casos sao classificados como tumores primarios e 79% como
tumores malignos do sistema nervoso central. Os astrocitomas, tumores
cerebrais e da medula espinhal que se desenvolvem a partir dos astrécitos,
correspondem a 75% de todos os gliomas clinicamente detectados em pacientes
adultos e 52% dos casos sao referentes aos glioblastomas (OSTROM et al.,
2017).

O glioblastoma é o mais frequente e maligno dos tumores e apesar dos
avancos na medicina, o prognostico ainda permanece bem limitado (Brandes et
al., 2008) e a abordagem tradicional para tratar esta e outras classes de gliomas
continua sendo cirurgias, radioterapia e quimioterapia. A cirurgia é a pratica mais
comum e primaria com o objetivo de retirar o maximo possivel de massa tumoral

e de obter amostras para diagnésticos e possiveis terapias (STUPP et al., 2014).

1.2 Glioblastoma

O glioblastoma € a mais comum e letal neoplasia do sistema nervoso
central. Segundo a nova classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
de 2021 que, pela primeira vez, usa parametros moleculares, histologico e
genéticos para definir as classes tumorais, o glioblastoma corresponde ao glioma
de grau 4, sendo o glioma difuso mais agressivo da linhagem das células
astrociticas (LOUIS et al., 2021).

Com relacao a incidéncia, quando correlacionada a idade, aumenta apos
0s 40 anos e apresenta um pico entre os 75 e 80 anos, além da idade, outros
fatores podem contribuir para o surgimento desse tumor, como 0 sexo masculino

€ mais afetado e a cor da pele branca em relacdo a negra(ALIFIERIS;

TRAFALIS, 2015; LU et al., 2018) e em menor propor¢géo pode acometer casos
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congénitos e criancas (PREUSSER et al., 2011). Dessa forma, a perspectiva de
vida € de 15 meses apos o diagnéstico e sem tratamento, a sobrevida é ainda
menor, cerca de 3 meses com evolucdo rapida e agressiva dos sintomas
(GHOSH; NANDI; BHATTACHARJEE, 2018; LI et al., 2016; THAKKAR et al.,
2014).

A principal regido acometida € o lobo frontal (25%), seguido do temporal
(20%), parietal (13%) e occipital (3%) e a localizac&o do tumor afeta diretamente
0S sintomas que acometem o0s pacientes. A sintomatologia pode causar reagcoes
locais ou generalizadas e sdo diretamente proporcionais ao estagio da doenca,
— dores de cabeca, perda de memoria, alteracdes de humor e personalidade,
convulsdes, vomitos, anormalidades visuais (ALIFIERIS; TRAFALIS, 2015).

Estudos genéticos e moleculares mostram centenas de biomarcadores
relevantes para a compreensdo biolégica e terapias para combater o0s
glioblastomas, como as mutacbes nos genes das enzimas isocitrato
desidrogenase 1 e 2, que na atual classificacdo a sua mutacéo pode ser inclusive
um subtipo de glioblastoma. No entanto, apesar do avanco em terapias
multimodal e da possibilidade de cirurgia, o prognostico ainda é bastante
preocupante (ALDAPE et al., 2015; FERREIRA et al., 2018) e o diagndstico ainda
€ baseado em estudos de imagem e, em alguns casos, € requerido tecido
tumoral por meio de bidpsia ou ressecdo para uma analise histologica
(GERALDO et al., 2019).

As principais caracteristicas de um GBM incluem a proliferagéo celular
descontrolada, infiltracdo difusa, propensao a necrose, resisténcia a apoptose e
sua alta capacidade de migracdo (FURNARI et al., 2007; WELLER et al., 2013).
A capacidade de necrose o diferencia histologicamente dos gliomas de baixo
grau.. E um tumor que raramente apresenta relacido com historico familiar e com
um unico fator de risco conhecido até o0 momento — a exposi¢do a radiacao
(MIRANDA et al., 2017; THAKKAR et al., 2014) .

Nesses tumores as metastases acontecem intracranialmente com
disseminacgéo, principalmente, pela substancia branca. Apenas em raras
excecoes ha metastases extraneurais (HUNG; GARZON-MUVDI; LIM, 2017).
Na grande maioria dos casos 0s sintomas evoluem de forma acelerada em
menos de 3 meses e, clinicamente, o paciente apresenta déficit neurologico
frontal (40-60%), crise convulsiva e hipertenséo intracraniana, além da cefaleia,

0 sintoma mais comum em todos os tipos de gliomas. Quando atinge o lobo
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frontal pode causar mudanca de personalidade, detectada em cerca em 30% dos
pacientes (HUNG; GARZON-MUVDI; LIM, 2017).

Os atuais tratamentos existentes para GBM incluem a radioterapia e
quimioterapia, porém com baixa eficacia devido ao alto perfil agressivo do tumor
(ANTON; BAEHRING; MAYER, 2012; WEN; KESARI, 2008). A caracteristica de
migracao das células tumorais faz com que a remocao cirdrgica do tumor nao
seja eficiente devido a rapida formacao de novos focos de GBM em outras areas
do cérebro (ALPHANDERY, 2018).

1.3 Migracéo Celular

A migracdo celular desempenha um papel primario em uma ampla
variedade de processos biolégicos, desde a resposta imune inflamatoria até a
formacao de metastases (PAUL; MISTRIOTIS; KONSTANTOPOULOS, 2017).
O perfil migratorio das células de GBM é descrito na literatura como rapido e
invasivo (KIM, 2013). A migracdo de células tumorais pode ser induzida por
fatores favoraveis a invasdo como fatores quimiotaticos extracelulares presentes
na matriz extracelular ou substratos e estruturas especificas do cérebro (KIM et
al., 2009).

Os fatores externos, sejam eles quimicos, mecanicos ou elétricos,
estimulam o processo de migracao celular que inicia-se com a reorganizacéo da
célula, seguida da polimerizacdo da actina, proteina globular do citoesqueleto
necessaria para o movimento celular. Em seguida, outros componentes do
citoesqueleto se contraem para permitir a movimentacao da célula na direcdo
em que as protusées comecaram a ser emitidas (MAIR; AMES,; LI, 2018).

Os lamelipddios, protusdes da membrana plasmatica, sdo formados na
porcdo frontal da célula, possibilitando a formacao de complexos adesivos que
estabilizam a célula. Esses complexos possuem receptores do tipo integrina,
além de filamentos de actina e proteinas associadas que, juntos, sdo capazes
de formar adesdes focais fortemente ligadas entre o corpo celular e a matriz
extracelular para que, em seguida, ocorra o deslocamento celular (MAK et al.,
2016; RAFTOPOULOU; HALL, 2004).

Significativas mudancgas bioldgicas sédo necessarias para que as células
possam migrar e invadir espacos perivasculares ou o0 espaco entre 0s neurdnios

e as células da glia (PAW et al., 2015). Essas mudancas compreendem desde a
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perda de adesao célula-célula até mudancas na forma e volume para entrar nos
espacos (CUDDAPAH et al., 2014).

A migracdo celular € um fendmeno importante para compreender a
doenca metastatica, principal fator que leva a 6bito os pacientes com céancer,
visto que € por esse processo que as células malignas sédo capazes de migrar e
invadir as células saudaveis proximais e, em casos mais graves, células
saudaveis mais distantes (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O comportamento migratério das células pode ser influenciado de
diversas maneiras. Uma das proteinas que podem fazer parte da regulagéo dos
processos de migracdo e invasdo celular € a Caveolina-1 (CAV-1) (PARAT;
RIGGINS, 2012). Tal proteina € responsavel por modular processos como
distribuicdo de colesterol na membrana celular, transducéo de sinais, trafego de
vesiculas e migragdo, caracterizando-se como um importante regulador do
metabolismo celular (NWOSU et al., 2016).

1.4 Cavéolas e Caveolina-1

Cavéolas sdo pequenas invaginacfes da membrana plasmética em
formato de dmega (Q), ricas em caveolinas, glicoesfingolipideos e colesterol que
podem surgir como invaginacdes individuais, aglomeradas ou em estruturas
tubulares alongadas (NASSOY; LAMAZE, 2012; ZOU et al., 2011), sao visiveis
apenas sob microscopia eletronica de transmisséo (MET) e possuem perfis lisos
de membrana (HANSEN; NICHOLS, 2010).

As cavéolas também podem ser consideradas como um subconjunto dos
microdominios de membrana lipidica (rafts) devido ao seu tamanho e
consideravel conteudo lipidico. Porém, apesar desses dois subdominios
apresentarem constituintes parecidos e compartilharem funcdes, nem todos os
“rafts” lipidicos sao cavéolas. As cavéolas podem ser encontradas em diferentes
tipos celulares, a citar os fibroblastos, adipécitos, células epiteliais e endoteliais
(GUPTA; TOUFAILY; ANNABI, 2014) e influenciam diretamente na fluidez,
permeabilidade, curvatura e outras caracteristicas das membranas plasmaticas
(GUPTA; TOUFAILY; ANNABI, 2014; PARAT; RIGGINS, 2012)

As cavéolas possuem duas familias de proteinas muito importantes, as
caveolinas e as cavinas, sendo que as caveolinas sdo compostas por trés
proteinas: caveolina-1 (Cav-1), caveolina-2 (Cav-2) e caveolina-3 (Cav-3). A

caveolina-1 é a principal das cavéolas, possui um tamanho maior que as demais
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e, assim como a Cav-2, é encontrada em diferentes tipos -celulares,
principalmente adipodcitos e células endoteliais (FRIDOLFSSON et al., 2014).

Os componentes das cavéolas regulam uma série de eventos
envolvendo a membrana celular, além de que as caveolinas participam do
metabolismo lipidico das células normais e tumorais, modulando processos de
lipélise e formacdo de goticulas lipidicas (COHEN et al., 2004; GUPTA;
TOUFAILY; ANNABI, 2014).

A Cav-1 apresenta diversas atuac¢des, como no transporte de lipideos,
expressdo génica e funcdo mitocondrial, além de ser encontrada em uma
variedade de organelas citoplasmaticas, a citar o complexo de Golgi, nucleo,
lisossomos, peroxissomos e gotas lipidicas (FRIDOLFSSON et al., 2014). As
fungbes que a Cav-1 pode exercer de maneira extracelular, sdo determinantes
nas transducdes de sinais, regulando ativacao de receptores e tem participacéo
na angiogénese, (FRIDOLFSSON et al., 2014; MORAIS et al., 2012).

Ademais, a Cav-1 demonstrou uma interessante capacidade inibitoria
com proteinas como a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), a proteina quinase
A (PKA) e o receptor de insulina(COHEN et al., 2004).

Estudos de Annabi et al em 2001, indicaram que a superexpressao de
CAV-1 em células de GBM inibe a migracédo dependente da metaloprotease MT1
— MMP. A CAV-1 também inibe diretamente as proteinas quinases MEK-1 e
ERK-2, que por sua vez, sdo envolvidas no processo de crescimento,
proliferacdo, e migracao celular (PARAT; RIGGINS, 2012).

O papel das CAV-1 no metabolismo da célula tumoral pode ser dual,
agindo como supressor ou promotor de tumores, de acordo com o tipo e estagio
do tumor (GUPTA; TOUFAILY; ANNABI, 2014; WANG et al., 2015). Em certos
tipos de cancer como o de célon, a alta expressao de CAV-1 diminui a migracao
das células, reduzindo sua capacidade metastatica (WANG et al.,, 2018).
Entretanto, em GBM, a CAV-1 estd envolvida em processos de migracédo e
invasdo, além de sua expressdo aumentada estar relacionada com a
malignidade dos gliomas (PARAT; RIGGINS, 2012).

Estudos de Abulrob et al., 2004) indicaram os altos niveis de expresséo
de mRNA de CAV-1 na linhagem de glioblastoma U87MG. A anélise do mRNA
extraido de duas amostras de GBM comprovou o aumento da expressao génica
de CAV-1 quando comparada com mRNAs de tecido nervoso normal (SALLINEN
et al., 2000).
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BARRESI et al em 2009 avaliou a presenca de CAV-1 em 20 amostras
de GBM e revelou que mais de 50% das células testadas apresentaram CAV-1.
Utilizando a ferramenta GlioVis que acessa o banco de dados The cancer
genome atlas program (TCGA), foi possivel verificar a alta expressao de mRNA
de CAV-1 em glioblastoma quando comparado com gliomas de baixo grau, e que
guanto maior o grau do glioma, maior é a expressédo de CAV-1 (BOWMAN et al.,
2017).

A seguir, podemos observar um gréafico gerado no Gliovis utilizando
dados do estudo TCGA, que demonstra que o mRNA de CAV-1 em células de

GBM é muito mais expresso em compara¢cado com amostras nao tumorais.

mRMA expression (log2)

o™ o
Histology
Gréfico 1. Comparacédo entre a expressdo de mRNA de CAV-1 em amostras de
GBM e em amostras ndo tumorais. Comparacfes pareadas entre niveis de
grupo com corregcdes para testes mdltiplos (valores-p com correcdo de
Bonferroni). GBM — Non-tumour 1.1E-04.

Utilizando a mesma ferramenta, porém, usando dados do estudo
Rembrandt, conseguimos observar no grafico a seguir a diferenca entre a
expressdo do mRNA de CAV-1 em GBM em comparagdo com amostras de

astrocitomas de menor grau e amostras nao tumorais,
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mRNA expression (log2)

Histology
Gréfico 2. Comparacédo entre a expressdo de mRNA de CAV-1 em amostras de
GBM, astrocitomas de menor grau e amostras ndo tumorais. O grafico mostra a
diferenca entre os pares, o intervalo de confianga de 95% e o valor p das
comparacoes pareadas. ***p<0,001.

1.5 Omegas-3

Moléculas de acidos graxos que podem ser adicionadas de forma
exdgena, como dmegas 3, podem regular o metabolismo lipidico de células, além
de modificar a expressao génica e proteica de proteinas envolvidas no processo
de migracao e invasao tumoral.

Os &cidos graxos poliinsaturados possuem diversos efeitos contra as
células tumorais, como a diminui¢do da proliferacdo celular e neoangiogénese,
aumentam a apoptose, induzem a diferenciagéo celular e reduzem o surgimento
de metastases. Além disso, existem relatos de que o contetdo de acidos graxos
nos tumores é inversamente proporcional ao grau de malignidade do mesmo
(BABCOCK; BEKOJ; ESPAT, 2005; MENENDEZ; LUPU, 2007).

O uso de acidos graxos insaturados é observado na modulacdo da
migracao celular. Tonutti et al em 2010, avaliou o quanto que os 6megas 3

poderiam influenciar no mecanismo de adesdo e migracdo celular de células
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endoteliais e concluiram que o acido eicosapentaenoico (EPA) e o &cido
docosahexaenoico (DHA) séo capazes de inibir a migracéo de tais células, sendo
EPA o mais eficaz para diminuicdo da migracdo. Em outro estudo, foi identificado
que o DHA é capaz de reduzir consideravelmente a migracdo de células de
cancer de mama, podendo ser explorado o potencial anti-metastatico do DHA
(LIl et al., 2016).

Q. Li et al demonstrou em 2007 que o acido eicosapentaenoico (EPA),
modifica a composi¢éo lipidica das cavéolas, diminuindo a concentracdo da
proteina caveolina-1 em células endoteliais humanas. Na pesquisa de (Yang et
al em 2018, comprovou-se a reducao na concentracao de colesterol intracelular
apos o tratamento de células de adenocarcinoma epitelial (CaCo-2) com acidos
graxos, entre eles, o EPA e o DHA, também da familia do 6mega 3.

A CAV-1 esté intimamente relacionada com o transporte do colesterol nas
células (HEAD; PATEL; INSEL, 2014). O colesterol aumenta a rigidez da
membrana plasmatica, enquanto os acidos graxos poliinsaturados podem
aumentar a fluidez da membrana devido a suas caracteristicas fisico-quimicas,
facilitando entdo procedimentos quimioterdpicos e auxiliando no tratamento
contra o cancer (FABIAN; KIMLER; HURSTING, 2015).

Tendo em vista a interferéncia direta dos émega-3 no processo de
migracdo, e sua capacidade de alterar a composicdo lipidica de estruturas
caveolares € possivel que exista uma relacdo entre os acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 e a proteina CAV-1, presente nas cavéolas e que
também modula a migracdo, podendo os &cidos EPA e DHA modular a
expressao de CAV-1.

Células tratadas com EPA ou DHA podem resultar num acumulo lipidico
intracelular, ocasionando a formacao de goticulas lipidicas (Lecchi et al., 2013).
Algumas evidéncias indicam as goticulas lipidicas armazenam &acidos graxos
insaturados e, dessa forma, podem ser locais para sintese de eicosanoides,
docosanoides e mediadores pro-resolucdo especializados (SPM’s) (JARC;
PETAN, 2020).

1.6 Goticulas lipidicas
Também chamados de adipossomos ou corpos lipidicos, goticulas
lipidicas s&@o organelas compostas de lipidios neutros, rodeados por uma

monocamada de fosfolipideos polares e proteinas (LECCHI et al., 2013). Os
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componentes dessas organelas podem ser usados como estoque de energia
para a ceélula, funcionar como componentes de membrana e como lipideos
sinalizadores (WELTE, 2015).

Muito tém-se discutido sobre a funcdo de goticulas lipidicas
intracelulares. Tem sido cada vez mais reconhecidas como organelas
independentes totalmente funcionais, em vez de depdsitos de gordura inerte.
Elas agora estdo emergindo como principais reguladores do metabolismo
lipidico, tr&fego intracelular e transducéo de sinal (JARC; PETAN, 2020).

A formacédo e acumulo de goticulas lipidicas varia muito entre os tipos
celulares, tanto em organizacdo quanto em numero e tamanho e isso pode ter
relacdo com a funcdo que elas desenvolvem dentro das células (Cruz et al.,
2020; Thiam & Beller, 2017).
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Figura 1. Diferengcas entre a distribuicdo, nUmero e tamanho de goticulas
lipidicas intracelulares. A) Células de Drosophilla S2 com tamanhos uniformes
de goticulas. B) Linhagens celulares COS-7 e AML 12 apresentam goticulas de
diferentes tamanhos. C) Adipocitos de mamiferos contém na sua maioria uma
grande goticula unilocular. D) Também podem se apresentar como goticulas
clusterizadas de acordo com o seu estado metabdlico. Adaptado de Thiam &
Beller, 2017.

A relacao entre goticulas lipidicas e cancer é complexa e ainda estéa sob
investigacdo. No entanto, ha evidéncias de que as goticulas lipidicas podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressao do cancer
e tem sido cada vez mais reconhecido como uma caracteristica prevalente em
tumores (FADER KAISER et al., 2022). Alguns estudos demonstram que o
aumento na formacéo de goticulas lipidicas pode significar também um aumento

na agressividade do tumor, regulando processos como proliferagao celular,
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resisténcia ao estresse oxidativo, migracao e invaséo celular e resisténcia a
quimioterapicos (FADER KAISER et al., 2022; PETAN, 2020).

Diversos estudos demonstram que as goticulas lipidicas regulam o
metabolismo do acido araquidbnico, um &cido graxo poliinsaturado precursor de
prostaglandinas e leucotrienos, que também esta estocada nas goticulas
(ACCIOLY et al., 2008). Também atuam entdo, como locais de producdo de
prostaglandina Ez (PGE2), que atua como um importante mediador pro-
inflamatorio e pro-tumoral e esta envolvida diretamente com a patogénese de
alguns tipos de cancer incluindo o Glioblastoma (PANAGOPOULOQOS et al., 2018)

Tendo o panorama do estudo da biologia da acao das goticulas lipidicas
no cancer, € importante acessar mais informacdes sobre como e em quais
circunstancias elas podem se formar, haja visto que hoje em dia elas séo vistas
como caracteristicas essenciais do cancer e que podem ser alvos de novas
terapias (COTTE et al., 2018).
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2. OBJETIVOS
O objetivo geral do projeto € avaliar a acdo dos acidos graxos 6mega 3,
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), em duas linhagens
celulares de glioblastoma humano (T98G e U87MG) e sua relacdo com a
proteina caveolina-1 (CAV-1).

2.1 Objetivos especificos

e Determinar as expressdes génica e proteica de caveolina-1 em células
de glioblastoma em condi¢des basais e apés o tratamento com EPA e
DHA.

e Analisar diversos aspectos dos perfis migratorios das células de
glioblastoma, tais como migracdo em monocamada e transmigracao
em insertos de transwell.

e Demonstrar a formacgéao de goticulas lipidicas nas células tratadas com
EPA e DHA.
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3. METODOS
3.1 Cultivo celular e tratamentos
As células utilizadas nessa pesquisa foram as linhagens U87MG que foi
fornecida pelo Prof. Dr Carlos Frederico Martins Menck, ICB-USP e a linhagem
T98G cedida pela Profa Dra Sylvia Stuchi Maria-Engler da FCF-USP.
A escolha das linhagens deu-se por se tratar de glioblastomas com
diferentes perfis genéticos e morfoldgicos, como pode ser visualizado na tabela

a sequir:

Linhagem Morfologia

U87MG Mutante Selvagem

T98G Selvagem Mutante

Tabela 1. Diferencas entre as linhagens U87MG e T98G.

As linhagens de células de glioblastoma humano U87MG e T98G foram
cultivadas em frascos de cultura de células contendo meio DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbecco), suplementado com 10% de soro fetal bovino e com
0s antibiéticos penicilina e estreptomicina em concentracdes de 50U / ml e 50 ug
/ ml, respectivamente. Os frascos foram mantidos incubados a temperatura de
37 ° C e 5% de CO2.

Para o ensaio de ferida, rt-PCR e oil red, as células foram tratadas por 72
horas com 100 uM de EPA ou DHA ou o veiculo dos anteriores, a proteina
albumina sérica bovina (BSA). Para o ensaio transwell, as células foram tratadas
com 100 uM de EPA ou DHA ou BSA durante 24 horas. A concentragéo utilizada
foi escolhida a partir de uma revisdo da literatura e baseado em todas as

pesquisas ja feitas no nosso laboratorio.
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3.2 Ensaio de ferida

As células foram coletadas, ressuspensas em meio de cultura e
plaqueadas um nimero de 5x10* em uma placa de 24 pocos para atingir 100%
de confluéncia em 72 horas. Uma ponteira de 100ul foi usada para fazer um
arranhao vertical na monocamada de células. O meio de cultura foi aspirado para
remover residuos celulares. Com cuidado, novo meio de cultura contendo os
tratamentos foi adicionado, quando apropriado.

Todas as fotos foram tiradas no tempo 0 apos o arranhdo na placa. Depois
disso foram tiradas em um periodo de 6 horas para a célula U87MG e 11 horas
para a célula T98G, em microscoépio invertido. Os tempos foram padronizados
de acordo com o comportamento de cada célula. As imagens foram
posteriormente analisadas, comparando-se 0s grupos experimental e controle,
medindo-se a area da ferida por meio do software “ImagedJ”. Por fim, foi tragado
um grafico com as medidas das areas nos diferentes momentos de captacao das

imagens.

3.3 Ensaio de transmigracao por transwell

A andlise foi feita conforme descrito em (GOMES; COLQUHOUN, 2012).
As células foram coletadas, ressuspensas em meio de cultura e colocadas uma
quantidade de 1x10* na parte superior da camara transwell (poros de 8 um;
usando uma placa de 24 pocos). No compartimento inferior, o meio de cultura
também foi colocado. A placa foi deixada na estufa para permitir a adesao das
células. Apos um periodo de 12 horas, o meio de cultura das camaras foi trocado
por meio de tratamento contendo os tratamentos, quando aplicavel.

Apbs o periodo de 24 e 72 horas de tratamento, o inserto de transwell foi
retirado da placa, fixado e corado com cristal violeta (0,05%). As células que nédo
migraram foram removidas com hastes com pontas de algodao. Apoés a retirada
do excesso de corante, a membrana foi deixada ao ar livre para secar e,
posteriormente, visualizada em microscoépio invertido. As células foram contadas
em 10 diferentes campos aleatérios. As médias das células que migraram foram

calculadas e analisadas pelo software GraphPad Prism 5.0.

3.4 PCR em tempo real
O RNA foi extraido de pellets celulares, usando trizol, e o cDNA foi

sintetizado para seguir a analise de PCR em tempo real. Para a reagao rt-PCR,
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3ul da mistura de pares de primers Forward e Reverse (projetados usando o
banco de danos Genbank) para cada gene, 3ul de cDNA da etapa anterior e 6l
de SYBR Green Master Mix (Applied Biosytems). As amplificacbes foram
realizadas no ABI Prism 7300 (Applied Biosystems), nas seguintes condigdes:
50 ° C por 2 minutos, 95 ° C por 10 minutos, 95 ° C por 15 segundos (40 ciclos)
e 60 ° C por 1 minuto. Os primers CAV-1 foram utilizados com as seguintes
sequéncias: Forward - TACGTAGACTCGGAGGGACATC e Reverse -
CTTCTCGCTCAGCTCGTCTG.

3.5 Western blot

As células foram lisadas utilizando tampao lise (0,219/100ml de Tris base,
0,584g/100ml NaCl 0,037g/100ml| de EDTA e 1% Triton 1 ml/100ml; pH=7,6),
inibidores de proteases e inibidor de fosfatase, segue-se entdo com uma
centrifugacédo (1500 rpm por 2 minutos). A concentracao proteica foi determinada
através do método de Lowry.

Para o processo de separacédo, foram feitos dois géis de acrilamida, o
primeiro com concentracdo de 4,0% e um segundo, com 10%. Cada poc¢o
recebeu 20ug de extrato proteico total. A corrida no primeiro gel foi feita a 75V,
durante 30 min; e no segundo gel (gel de separacéo), a 100V, por uma hora. Em
seguida, as proteinas foram transferidas entre 1 e 2 horas para uma membrana
de nitrocelulose utilizando o tampéao de transferéncia (57,69 de glicina, 12g de
Tris-base e 4g de SDS; pH=8,3). Ao final da transferéncia as membranas foram
lavadas com tampéo TBS (Tris buffered saline) por 5 minutos e com TBS Tween
0,1% por 5 minutos e incubadas com solucao de blogueio (leite desnatado em
TBS 1x) por uma hora e meia. Para deteccdo da proteina, a membrana de
nitrocelulose foi incubada com anticorpo primarios anti-CAV-1, em diluicdo
1:1000, por 2 horas em temperatura ambiente. No dia seguinte, as membranas
foram lavadas com TBS (10 minutos) e com TBS Tween 0,1% (10 minutos) por
3%, para a incubagdo com anticorpo secundario anti-rabbit (HRP) na diluicdo
1:2000 por duas horas. Apés a incubacdo com o anticorpo secundario (por 1
hora) as membranas foram lavadas com TBS e com TBS Tween 0,1% por 10
minutos.

As revelacOes foram feitas através da deteccdo quimioluminescente no

aparelho G-Box.
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3.6 Coloracgéo oil red

Em placas de 6 pocos, as linhas de células US7MG e T98G foram tratadas
com EPA ou DHA ou o controle BSA e coradas com oil red por 24, 48 e 72 horas.

ApGs os respectivos tratamentos, as células foram lavadas duas vezes
com PBS, sendo entéo fixadas com formaldeido 4% por 20 minutos. O excesso
de formaldeido foi removido lavando os pocos duas vezes com agua destilada.
Removido o excesso de fixador, foi colocado nas cavidades alcool isopropilico
60% por 5 minutos. Apds esse tempo, o isopropanol foi removido e 2 ml do
corante oil red foram adicionados durante 20 minutos. Com as células ja coradas,
0s pocos foram lavados 2 a 5 vezes com agua destilada. As células foram

visualizadas e as fotos tiradas em microscopia de contraste de fase.

3.7 Andélise estatistica
Os dados foram apresentados como média + S.E.M, com n=3 em
duplicata. A andlise foi feita com GraphPad Prism 5.0 para Windows (Institute
Software for Science, San Diego, CA) com ANOVA unilateral seguida pelo teste

de Dunnett e Tukey.
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4. RESULTADOS
4.1 Ensaio de ferida
Para o ensaio de ferida, os resultados mostraram que EPA, DHA e BSA
nao afetaram significativamente a migracdo das células da linhagem U87MG,

como pode ser visualizado na imagem (X):

BSA

Us7MG

% migrated area

Figura 2. Ensaio de ferida com a linhagem U87MG. EPA e DHA né&o tiveram influéncia
significativa na migracdo da linhagem U87MG quando comparada com o controle BSA.
Células foram tratadas com 100uM de EPA ou DHA por 72 horas. O grafico representa
as médias das areas migradas ap0s 6 horas de migragdo. As médias, erro padrdo médio
(n=3 em duplicatas) e diferengas foram analisadas com one-way ANOVA, seguido do

teste de Dunnett.

Entretanto, EPA e DHA aumentaram consideravelmente a migracao das
células T98G quando comparadas com o controle BSA, como pode ser

observado na imagem Xx:
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Figura 3. Ensaio de ferida com a linhagem T98G. EPA e DHA aumentaram
significativamente a migragdo das células da linhagem T98G. Células foram tratadas
com 100uM de EPA ou DHA por 72 horas. O grafico representa as médias das areas
migradas apoés 11 horas de migracdo. As médias, erro padrao médio (n=3 em duplicatas)
e diferencas foram analisadas com one-way ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
*p<0,05.

4.2 Ensaio de transmigracéo
Para avaliar a possivel influéncia de EPA e DHA na transmigracao de
células GBM, foi realizado o0 ensaio de transmigragdo. A imagem X mostra o
namero de células que transmigraram através da camara de Bodin.
Tanto EPA quanto DHA n&o afetaram a transmigracdo de ambas as

linhas celulares:
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Figura 4. Andlise de transmigracao através do ensaio de transwell com 24 horas
de tratamento. EPA e DHA néo alteram a transmigracdo das células de GBM. A.
Na linhagem U87MG. B. Na linhagem T98G. Imagens representativas do ensaio
de transwell em C. U87MG tratado com EPA. D. U87MG células tratadas com
DHA. E. Células U87MG tratados BSA F. Células T98G tratadas com EPA G.
Células T98G tratadas com DHA e H. Células T98G tratadas com BSA. Os
gréaficos representam o niumero de células que migraram através dos poros dos
insertos apos 24 horas de tratamento. As médias, erro padrdo médio (n=3 em
duplicata) e diferencas foram analisadas com one-way ANOVA seguido do teste

de Dunnett. Barra de escala = 50um.

Para avaliar se o tempo de tratamento com EPA ou DHA influencia na
transmigracdo das linhagens U87TMG e T98G, o ensaio de transwell foi
equiparado ao tempo de tratamento das células no ensaio de ferida, sendo assim
de 72 horas de tratamento.

Tanto EPA quanto DHA, néo alteraram significativamente a transmigracéo

das linhagens U87MG e T98G com 72 horas de tratamento:
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Figura 5. Analise de transmigracao através do ensaio de transwell com 72 horas
de tratamento. EPA e DHA néo alteram a transmigracao das células de GBM.
Os gréficos representam o numero de células que migraram através dos poros
dos insertos apos 72 horas de tratamento. As médias, erro padrdo médio (n=3
em duplicata) e diferencas foram analisadas com one-way ANOVA seguido do

teste de Dunnett. Barra de escala 50um.
4.3 PCR em tempo real
Na andlise da expressdao génica com rt-PCR, foi possivel avaliar

diferencas na expressao génica de CAV-1 apoés tratamentos com EPA ou DHA.

A imagem x mostra a mudancga nos niveis de mRNA de CAV-1.
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Para a linhagem U87MG, EPA e DHA diminuiram significativamente a
expressdo do gene CAV-1 em comparacdo com seu grupo de controle. Para

células T98G, DHA mostrou mais eficacia na reducdo dos niveis de mRNA de

CAV-1.
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Grafico 3. PCR em tempo real para o gene CAV-1. Os gréficos representam a
mudanca na expressao do gene CAV-1 em U87MG e T98G. Valores de média
em duplicata para n=3. As diferencas foram analisadas com one-way ANOVA,

seguido de teste de Tukey *p<0.05 e ***p<0,005.

4.4 Western blot
Os dados do Western blot demonstram que EPA e DHA tem uma

tendéncia maior em aumentar o nivel proteico de CAV-1 em T98G quando
comparado com a U87MG. Quando tratadas com DHA, a migracdo das células

T98G aumenta significativamente.



36

UsTMG T98G

Fold induction
Fold induction
il

Figura 6. Andlise de expressao da proteina CAV-1 por western blot. EPA e DHA
nao alteram significativamente a concentracdo da proteina CAV-1 em U87MG.
Entretanto hd um aumento expressivo na T98G sendo o DHA o principal fator de
aumento da concentracdo da proteina em questdo. Os gréaficos representam a
diferenga de concentragdo de CAV-1 nas células apds 72 horas de tratamento
com EPA, DHA ou BSA. As médias, desvio médio padrao (n=3 em duplicata) e

diferencas foram analisadas com one sample T test.
4.5 Coloracéao de goticulas lipidicas com oil red

Para avaliar o acumulo de goticulas lipidicas durante 72 horas de
tratamento, ambas as linhagens celulares foram fotografadas a cada 24 horas
de tratamento. As figuras x e x representam as linhagens celulares U87MG e

T98G coradas com oil red, respectivamente.
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Figura 7. Coloracao de oil red na linhagem U87MG. Imagens representativas
da coloracdo de goticulas lipidicas com oil red. Todas as placas foram
fotografadas a cada 24 horas de tratamento. EPA e DHA aumentam a formacgéao
de goticulas lipidicas quando comparadas com o controle. Barra de escala =
100um.
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Figura 8. Coloracéo de oil red na linhagem T98G. Imagens representativas

da coloracdo de goticulas lipidicas com oil red. Todas as placas foram
fotografadas a cada 24 horas de tratamento. EPA e DHA aumentam a formacéao
de goticulas lipidicas quando comparadas com o controle. Barra de escala =
100pm.

Em ambas as linhagens é possivel perceber o acumulo de goticulas
lipidicas a medida que as células séo tratadas com EPA e DHA.

Através de microscopia com contraste de fase, é possivel perceber que
as goticulas lipidicas se depositam ao redor do ndcleo das células, como pode

ser observado nas imagens a seguir:
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Figura 9. Coloracdo de oil red na linhagem U87MG em contraste de fase.
Imagens representativas da coloragcdo de goticulas lipidicas com oil red. Todas
as placas foram fotografadas a cada 24 horas de tratamento. As goticulas
lipidicas sdo depositadas ao redor do nucleo das células. Barra de escala =
100pm.
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Figura 10. Coloracédo de oil red na linhagem T98G em contraste de fase.

Imagens representativas da coloragéo de goticulas lipidicas com oil red. Todas
as placas foram fotografadas a cada 24 horas de tratamento. As goticulas
lipidicas s@o depositadas ao redor do nucleo das células. Barra de escala =

100um.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o EPA e o DHA
podem afetar de alguma forma as atividades celulares nas linhagens celulares
T98G e U87MG, de glioblastoma humano.

EPA e DHA sao acidos graxos poliinsaturados conhecidos por ter
propriedades anticancer ou por serem adjuvantes na quimioterapia (JING; WU;
LIM, 2013; VOLPATO; HULL, 2018). Suas propriedades anticancerigenas estao
bem estabelecidas. Estudos de (BROWN et al., 2006), mostraram que 0s acidos
graxos 6mega-6 aumentaram a migracdao de linhas celulares de céncer de
prostata, enquanto quando tratados com acidos graxos 6mega-3 ocorreu a
inibicdo da migracdo. (OONO et al., 2017) mostraram inibicdo da proliferacao,
migracao e invasao da linha celular PC3 através do tratamento com EPA e DHA.

Este é o primeiro estudo que mostra o EPA e o DHA aumentando a taxa
de migracéo celular nas linhagens celulares testadas, na pesquisa de literatura
gue abrangeu este trabalho.

Normalmente, esses acidos graxos sao relatados para reduzir a
migracgédo, transmigracgao e invasao de células cancerigenas. (Yun et al em 2016)
mostraram que o DHA suprimiu a migracao e a invasao das linhagens celulares
de cancer de mama MDA-MB-231 e T47D pela via das metaloproteinases de
matriz. (Liu et al em 2018) mostraram que o EPA reduziu a migracao celular em
células de cancer de ovario.

Os resultados sugerem que EPA e DHA afetam a migracdo e a
transmigracéao de forma diferente nas células de GBM quando comparadas entre
as linhagens e com outros tipos de cancer.

Ha evidéncias de que os acidos graxos 6mega-3 podem reduzir o CAV-
1invitro. Sabe-se que o EPA modifica a composicao lipidica da estrutura cavéola
e desloca algumas proteinas que formam essa estrutura, como CAV-1 e 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) em células endoteliais HUVEC (LI et al., 2007).

No presente estudo, tanto o EPA quanto o DHA mostraram eficacia na
redugéo dos niveis de mRNA de CAV-1. Estudos de Yang et al em 2018,
mostraram que EPA e DHA reduzem os niveis de mRNA de CAV-1 em uma
cultura de células da linhagem CACO-2 (adenocarcinoma colorretal humano),

ocasionando uma diminuicdo da captacao e transporte de colesterol, funcdes
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essas desenvolvidas pela proteina Caveolina-1, resultados esses que

corroboram com os obtidos nesse estudo.

Os resultados do western blot indicam que ha uma tendéncia de
aumento da concentragcdo proteica de caveolina-1 nas células de glioblastoma
humano, principalmente na linhagem T98G no qual DHA aumentou
significativamente essa expressdo. Tais resultados podem significar que o
aumento da concentracao proteica de caveolina-1 esta também relacionado com
0 aumento da migracdo. Tanto no ensaio de ferida quanto no western blot, DHA
foi capaz de aumentar a migracdo e concentragao de CAV-1, respectivamente.

Navarro et al em 2004, revisaram a funcdo do CAV-1 no processo de
migracdo. O CAV-1 como principal proteina contida nas cavéolas, impulsiona a
formacao de sua membrana plasmatica e liga a membrana ao citoesqueleto de
actina, além de modular a interacdo celular com a matriz extracelular, processos
altamente ativos e importantes para a migracao celular. A fosforilagéo da tirosina
14 da caveolina-1 também estd associada com o aumento do processo de
migracgao e estimulacdo da formacao de adesoes focais, estabilizando a quinase
de adesao focal (FAK), aumenta a migracao do tumor (GOETZ et al., 2008)

A coloracdo com oil red é comumente usada em citopatologia e
diagnéstico de doencas relacionadas ao tecido adiposo. Mas esta sendo cada
vez mais usado para analisar o estado do metabolismo lipidico quando saudavel
e em estado patologico (MEHLEM et al., 2013). Ele pode ser usado para detectar
goticulas lipidicas, que sao lipidios neutros rodeados por lipidios polares e
algumas proteinas. EPA e DHA também podem ser armazenados em goticulas
lipidicas, tornando a coloracdo vermelho 6leo um método apropriado neste
estudo (LECCHI et al., 2013)

Em ambas as linhagens celulares houve aumento no acumulo de
goticulas lipidicas quando comparadas com o veiculo. O aumento na quantidade
de goticulas lipidicas ja foi observado por (MEHLEM et al., 2013) em mondcitos
caprinos e por Gustin et al em 2017) em células Hela, cujo acumulo de goticulas
lipidicas foi proporcional as concentragdes de 6mega-3. Também foi relatado
que o EPA aumenta o acumulo de goticulas lipidicas em células de
carcinossarcoma de rato LLC-WRC256 quando analisadas pelas técnicas de
sudan black e oil red (COLQUHOUN; SCHUMACHER, 2001). Os dados também

sao confirmados por estudos anteriores que confirmaram o aumento no numero
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de goticulas lipidicas na linhagem celular de glioma de rato C6 apds exposi¢do
ao EPA (RAMOS; COLQUHOUN, 2003).

O conhecimento sobre a biologia das goticulas lipidicas ainda esta
crescendo, mas h& evidéncias de que, se elas armazenam Aacidos graxos
poliinsaturados, também podem ser o local de sintese de eicosanoides,
docosandides e mediadores pré-resolucéo especializados (SPM's), uma vez que
0s PUFA's séo os precursores da desses produtos (JARC; PETAN, 2020).

A capacidade de aumentar a agressividade do cancer e a migracao
celular de eicosanodides foi descrita por Panagopoulos et al., 2018. A relacao
entre 0 acumulo de goticulas lipidicas e o possivel aumento da concentracéo
intracelular de eicosanoides pode justificar o aumento da migracédo celular
mostrado anteriormente, mostrando que as goticulas lipidicas podem também

ser um alvo para o tratamento do cancer.
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo dos é&cidos graxos 6mega-3 no tratamento do cancer &
bastante estudada em vérios tipos de cancer. Apesar de muitos avan¢os nessa
area, o mecanismo de acao por trds de como o EPA e o DHA modulam a
migracao celular ainda é incerto, principalmente no glioblastoma. Este estudo
sugere que sem qualquer combinagcdo com quimioterapia, EPA e DHA
aumentam a migracao celular das células T98G, possivelmente por aumentar a
formacdo de goticulas lipidicas e aumentar também a concentracdo proteica de
caveolina-1, que cria um local agressivo nas células. Além disso, ambos
diminuem os niveis de mRNA de CAV-1, sugerindo que pode haver um
mecanismo de feedback negativo na expressdao do gene de CAV-1 e na
producdo da proteina caveolina-1. Os tratamentos com EPA e DHA aumentam
a acumulacdo de goticulas lipidicas intracelulares em ambas as linhagens
utilizadas.

As relacdes entre o 6mega-3, caveolina-1 e goticulas lipidicas ainda sao
pouco estudadas em glioblastoma. E importante ressaltar a importancia de
continuar estudando as condicbes que podem levar a diminuicdo da
agressividade do glioblastoma, haja visto sua alta letalidade, para aumentar a

qualidade de vida dos pacientes acometidos por ele.
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