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RESUMO

O céancer de prostata € a segunda neoplasia mais frequente em homens no mundo e
também no Brasil. Os fatores de risco mais consolidados para o seu desenvolvimento sao
a idade avancgada, histdrico familiar e fatores ambientais. Um dos fatores ambientais mais
estudados é a inflamacdo, que pode ser desencadeada por agentes infecciosos, habitos
alimentares, mudancas hormonais, alteracdes fisioldgicas como refluxo de urina ou traumas
fisicos. Entretanto, em alguns casos, amostras histopatologicas da prostata podem
apresentar infiltrado inflamatério sem motivo aparente. Neste contexto, a proposta foi
avaliar o papel dos mediadores inflamatérios presentes no microambiente
inflamatorio tumoral e a sua relacdo com a dindmica celular do cancer de préstata.
Para simular o microambiente inflamatorio tumoral, foi utilizado meio
condicionado de células mononucleares de sangue periférico humano, estimuladas
ou ndo com moduladores inflamatorios, nas linhagens celulares de cancer de
prostata DU145 e LNCaP. Das citocinas avaliadas, foi detectada a secrecdo de IL-
1B e IL-6. A secrecdo de IL-1pB indica que ha formacdo do inflamassoma e ativacéo
de caspasel. Observou-se aumento da expressdo do receptor NLRP3 nas linhagens
celulares DU145 e LNCaP e também aumento ou diminui¢do na clivagem de
PARP1 dependendo do estimulo inflamatério. Esses dados juntamente com a
observacdo de fragmentacdo de DNA, indicam que pode estar ocorrendo morte
celular por piroptose. O estimulo inflamatério também levou & modulacdo da
expressdo de PPAR-y nas linhagens tumorais, no entanto essa modulagdo parece
ndo estar correlacionada a nenhum dos outros eventos observados. Quanto as
propriedades tumorais, observou-se apds estimulos inflamatérios um aumento na
populacdo de células tronco tumorais na linhagem DU145 e aumento de células
CD44+/CD24+ na linhagem LNCaP, o que indica um maior potencial metastatico
nessas células. Foi observado também, uma reducdo da taxa de proliferacdo celular
apenas na linhagem LNCaP e ndo foram identificadas mudangas significativas na
dindmica do ciclo celular em ambas as linhagens estudadas. Com base nestes
resultados podemos sugerir que o microambiente inflamatorio exerce um papel

regulatorio nas linhagens tumorais de prostata DU145 e LNCaP. Esse processo
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parece estar relacionado a ativacdo do inflamassoma e consequente secrecao IL-1f
aumentando a populacdo de células tronco tumorais, o que esta diretamente
relacionado com o agravo da doenga. Desta forma nossos dados sugerem que 0S
processos inflamatdrios no cancer da prdstata podem levar a eventos de impacto
negativo para os portadores da doenca, favorecendo fenotipos associados a
metastase. Por outro lado, nossos resultados também mostram um provavel
horizonte a ser explorado no tratamento do céncer de prostata com o uso de

agentes anti-inflamatorios adjuvantes aos tratamentos tradicionais.

Palavras-chave: Cancer de Prdstata; Inflamacdo; Inflamassoma; NLRP3; Células

Tronco Tumorais.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second leading cause of cancer in men worldwide and also in Brazil.

The most well known risk factors for the development of this cancer are advanced age,
family history and environmental factors. Inflammation is one of the most studied
environmental factors and can be triggered by infections, dietary factors, hormonal changes
and others environmental factors such as physical trauma or urine reflux. However, in some
cases, histopathological prostate cancer samples can exhibit immune infiltrate without any
apparent reason. In this context, our proposal was to evaluate the role of inflammatory
mediators observed in the inflammatory tumor microenvironment and its relationship with
the prostate cancer cell dynamics. To simulate the inflammatory tumor microenvironment,
conditioned medium of human peripheral blood mononuclear cells stimulated or not with
inflammatory modulators was used. From the cytokines evaluated, the secretion of IL-1f
and IL-6 was detected. The secretion of IL-1f indicates inflammasome assemble and
caspasel activation. We observed increased expression of NLRP3 receptor in DU145 and
LNCaP cells and also increase or decrease in PARP1 cleavage depending on the
inflammatory stimuli. These data plus the DNA fragmentation detected, indicates that cell
death may be occurring by pyroptosis. The inflammatory stimuli also led to modulation of
PPAR-y expression in the prostate cancer cell lines, however this modulation does not
appears to be correlated with any of the others analyzed properties. Regarding the tumor
properties, after inflammatory stimuli it was observed a population increase of cancer stem
cells from DU145 and CD44+/CD24+ phenotype increase in LNCaP cells, which indicates
an amplified metastatic potential in these cells. It was also observed in LNCaP, a reduction
in cell proliferation rates and no significant changes were identified in the cell cycle
dynamics from both cell lines studied. Based on these results we can suggest that the
inflammatory microenvironment plays a regulatory role in prostate cancer cell lines. This
process seems to be related to the inflammasome activation and consequent IL-1p secretion
leading to increased cancer stem cells population, which is directly related to a poor
prognostic for this disease. Thus our data indicated that inflammatory processes in prostate
cancer might lead to adverse events with negative disease impact for patients, favoring

phenotypes associated with metastasis. Furthermore, indirectly our results also suggest that
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the use of anti-inflammatory drugs as adjuvants to traditional treatments for prostate cancer

may improve the patient’s prognostic.

Keywords: Prostate Cancer, Inflammation; Inflammasome, NLRP3; Cancer Stem Cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O desenvolvimento do cancer é um processo multifatorial e complexo,
envolvendo fatores genéticos e epigenéticos (HANAHAN e WEINBERG, 2011;
YOU e JONES, 2012), em que alteragdes acumulativas no genoma proporcionam
mudangas metabdlicas determinantes ao desequilibrio da homeostasia celular,
levando a transformacdo de células normais em células cancerigenas. As células
transformadas apresentam uma proliferacdo descontrolada, resisténcia a morte
celular por apoptose e podem apresentar a capacidade de invadir outros tecidos,
ocasionando as metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2000; 2011).

O céancer € o grupo de doencas relacionado como o principal causador de
morte em paises economicamente desenvolvidos e como a segunda principal causa
de morte nos paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011). A incidéncia do
cancer em paises economicamente desenvolvidos vem aumentando como consequéncia do
envelhecimento e do crescimento da populacdo, assim como pela falta de exercicio fisico,
pelo tabagismo e pelas dietas a base de produtos industrializados (JEMAL et al., 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde, em 2012 foram registrados 14,1
milhdes de novos casos de cancer no mundo, 57% desses casos surgiram em paises em
desenvolvimento (GLOBOCAN, 2012). Em comparagdo, o nimero de mortes devido ao
cancer foi de 8,3 milhGes sendo que 65% dos incidentes ocorreram nos paises em
desenvolvimento (GLOBOCAN, 2012).

No Brasil, desde a década de 60, as doencas infecciosas deixaram de ser a
maior causa de morte e cederam lugar as doencas do sistema circulatorio e as
neoplasias (INCA, 2011). Esse processo € denominado transi¢do epidemioldgica e
deve-se principalmente ao envelhecimento da populagdo, resultante do intenso
processo de urbanizacgéo e das a¢bes de promogéo e recuperacédo da saude (INCA, 2014).

Sao estimados 576 mil novos casos de cancer no Brasil em 2014. Com exce¢do dos
casos de cancer de pele ndo melanoma, 48% desses novos casos ocorrerdo em mulheres,

sendo o cancer de mama o mais frequente e 52% em homens, sendo o cancer de préstata o



mais frequente (INCA, 2014). A taxa de incidéncia global de cancer é quase 25% maior em
homens do que em mulheres (GLOBOCAN, 2012).

Estudos sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no surgimento
dessa doenca vém aumentado progressivamente ao longo dos anos. Em 2000, Weinberg e
Hanahan publicaram uma revisdo intitulada “The hallmarks of cancer” onde propuseram
seis mudancas na fisiologia celular que sdo necessarias para 0 estabelecimento da
neoplasia, sendo estas: autossuficiéncia na sinalizagdo envolvida no crescimento celular;
insensibilidade aos sinais de inibicdo do crescimento celular; evasdo da morte celular;
angiogénese; capacidade de invadir outros tecido e metastase (HANAHAN e WEINBERG,
2000).

Essas mudancas na fisiologia celular sdo consequéncias de processos que
possibilitam a transformacédo celular. O cancer é uma doenca que esta hormalmente
relacionada a idade (ERSHLER e KELLER, 2000), uma vez que é necessario
acumulo de mudancas no genoma para o seu desenvolvimento. Uma mutacdo
apenas nao é capaz de gerar um tumor e, além disso, essas mutacdes devem ocorrer
em genes chaves para o metabolismo celular. Sendo assim, foram denominados
oncogenes aqueles genes que sofrem ganho de funcdo ap6s a mutacdo levando a
uma superativacdo, e de genes supressores de tumor aqueles que sofrem perda de
funcdo, a qual é essencial para o controle da transformacdo celular (BISHOP e
WEINBERG, 1996). Podemos citar também outra classe de genes determinantes na
tumorigénese, 0s genes de estabilidade ou caretakers, genes responsaveis pelo
reparo do DNA (VOGELSTEIN e KINZLER, 2004). MutagGes nesses genes
promovem maior instabilidade ao genoma deixando a célula mais susceptivel a
novos eventos mutagénicos (FRIEDBERG, 2003; HANAHAN e WEINBERG,
2011).

O processo de expansdo clonal que leva a formacdo do tumor apds
mudancgas no genoma, embora durante muitos anos tenha sido relacionada apenas a
mutacBes hoje vem sendo explicada também por mudancas epigenéticas
(DAWSON e KOUZARIDES, 2012). Mecanismos como metilacdo do DNA e
modificacfes nas caudas de histona promovem mudancgas herdaveis em genes

supressores de tumor, por exemplo, levando a expansGes clonais malignas



(ESTELLER, 2007; JONES e BAYLIN, 2007; BERDASCO e ESTELLER, 2010).
A hipometilacéo nas células cancerigenas em comparacdo com as células normais foram as
primeiras evidéncias do envolvimento da epigenética no estado tumoral (FEINBERG e
VOGELSTEIN, 1983; GOELZ et al., 1985).

Todos esses eventos citados e suas consequéncias, no entanto, sdo visdes
centradas na dinamica celular individual, portanto torna-se cada vez mais clara a
necessidade de compreender também o cancer como um tecido complexo que
possui um microambiente tumoral (PIETRAS e OSTMAN, 2010; HANAHAN e
WEINBERG, 2011; SCHIAVONI, GABRIELE ¢ MATTEI, 2013) onde as células
transformadas e a células do estroma interagem entre si, especialmente quando se
estuda os tumores solidos (VERHEUL, VOEST e SCHLINGEMANN, 2004;
SCHIAVONI, GABRIELE e MATTEI, 2013). Com o desenvolvimento tumoral, o
microambiente co-evolui por meio de um circuito complexo de comunica¢do paracrina
levando ao estabelecimento do cancer maligno (PIETRAS e OSTMAN, 2010).

Sendo assim, complementando as seis mudancas ja enumeradas por Hanahan e
Weinberg os conhecimentos emergentes indicam a necessidade da definicdo de novos
indicadores para o estabelecimento da neoplasia, sendo estes, a capacidade de evitar
eliminacdo pelo sistema imune e desregulacdo do metabolismo energético da célula
(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

1.2. Cancer de Prostata

O céancer de prostata é a segunda neoplasia mais frequente em homens no
mundo (GLOBOCAN, 2012) e também no Brasil (INCA, 2014). Dados da
Organizagdo Mundial da Saude indicam que no ano de 2012 surgiram 1,1 milhdes
de novos casos de cancer de prostata, o que representa 15% da incidéncia total de
canceres em homens (GLOBOCAN, 2012). A taxa de incidéncia do cancer de prostata
no mundo é cerca de 2 a 5 vezes maior em paises desenvolvidos (JEMAL et al., 2011), o
que representa cerca de 70% dos casos deste tipo de cancer (GLOBOCAN, 2012).
Estas taxas sdo resultantes de uma grande variacdo de fatores de risco e praticas de
diagnosticos aplicadas nesses paises (JEMAL et al., 2011).



Desde 1960, vem ocorrendo um aumento progressivo na incidéncia de cancer de
préstata (GOMES et al., 2008) e atualmente essa taxa varia em cerca de 25 vezes
entre os paises do mundo, devido a ampla utilizacdo do teste de PSA e pela
subsequente utilizacdo de biopsia. Em contraste, a taxa de mortalidade no mundo
varia cerca de 10 vezes (FERLAY et al., 2010). Segundo a GLOBOCAN 2012,
foram estimados 307 mil dbitos devido ao cancer de prdstata no ano de 2012,
representando 6,6% dos casos de morte por cancer em homens.

Para o0 ano de 2014, estimou-se o surgimento de 68.800 novos casos de
cancer de préstata no Brasil (Figura 1) (INCA, 2014). Isso significa dizer que ha
uma estimativa de 70,42 novos casos para cada cem mil homens (70,42/100.000).
Esse numero representa um aumento de 6.000 novos casos em comparacao ao
previsto para o ano de 2012 (INCA, 2011). As regi6es de maior frequéncia de
novas incidéncias do cancer de prdstata no pais sdo Sudeste, Sul e Centro-Oeste
com cerca de 35.980, 12.830 e 4.580 novos casos, respectivamente (INCA, 2014).

Localizacdo primaria casos % Localizagdo primaria casos %

| Prostata 66.800  228% | Homens Mulheres ~ Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 9,4% Golon e Reto 17.530 6,4%

Golon e Reto 13.070 3,0% Colo do Utero 15.090 9,7%

Estomago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao 10930 4,0%

Cavidade Oral 11.260 3,7% Glandula Tireoide 8,050 2,9%

Esdfago 8.010 2,6% Estimago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2.3% Corpo do Utero 2.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovdrio 5.680 2,1%

Leucemias 2.050 1,7% Linforna nao Hodgkin 4,830 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4,320 1,6%

*Niimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10.

Figura 1. Estimativas de cancer para o Brasil em 2014. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer
mais incidentes estimados para 2014 no Brasil por sexo, exceto o cancer de pele ndo melanoma. Figura
adaptada do (INCA, 2014).

Os fatores de risco mais consolidados para o desenvolvimento do cancer de prostata
sdo a idade avancada e o historico familiar (SFANOS e DE MARZO, 2012). Fatores
relacionados ao estilo de vida como a dieta e 0s niveis de andrégeno também sdo
reconhecidos como contribuintes para o desenvolvimento da doenga (NELSON, DE
MARZO e ISAACS, 2003; RICKE et al., 2012). Como componentes hereditarios e



ambientais estdo fortemente envolvidos na etiologia do cancer de prostata, em paises como
os Estados Unidos, onde é adotada uma dieta rica em carnes e gordura animal, com pouca
ingestdo de verduras e frutas (DE MARZO et al., 2007) encontram-se um dos maiores
indices de incidéncia e mortalidade para este tipo de cancer (GLOBOCAN, 2012). Assim
como nos Estados Unidos, esses indices também se apresentam elevados nos paises da
Europa ocidental, em que as maiores taxas de incidéncia ocorrem na populacdo de negros e
as menores taxas ocorrem na populacdo de asiaticos (HSING, TSAO e DEVESA, 2000). A
taxa de mortalidade para o cancer de prostata também é maior nas populacdes de homens
negros e menor na populagio de homens na Asia (GLOBOCAN, 2012).

Alguns dos tratamentos mais indicados para o cancer de préstata localizado séo
prostatectomia radical, radioterapia externa ou intersticial, ultrassom focalizado de alta
intensidade ou terapia de privacdo de andrégenos (WILT e THOMPSON, 2006; WILT e
AHMED, 2013). A prostatectomia radical é o tratamento mais utilizado nos estagios inicias
da neoplasia e consiste na remocao cirdrgica da préstata e alguns linfonodos proximos a
regido. A radioterapia consiste em aplicar multiplas doses de radiacdo. A aplicacdo pode ser
externa ou intersticial, por meio da implantacdo de sementes radioativas (braquiterapia). O
ultrassom focalizado de alta intensidade promove um aumento da temperatura na area
aplicada levando a destruicdo do tecido neoplasico. A terapia de privacdo de androgenos é
um dos tratamentos mais utilizados para os estagios avancados do cancer de préstata. A
privacdo hormonal pode ser feita por meio da retirada cirdrgica dos testiculos
(orquitectomia bilateral), utilizacdo de analogos do hormdénio liberador do horménio
luteinizante, utilizacdo de estrogenos e anti-andrdégenos puros ou mistos. Embora
inicialmente todos os pacientes respondam a terapia de privacdo de androgenos, um taxa
elevada desses pacientes apresentam recidiva com crescimento tumoral resistente a terapia
(DUTT e GAO, 2009). Em alguns casos, o crescimento tumoral independente de andrégeno
desencadeia um processo inflamatdrio com recrutamento de células do sistema imune como
linfocitos T e B (AMMIRANTE et al., 2010). Apesar desta resposta indesejada, a privagao
de andrdgenos permanece como a terapia mais eficaz contra o cancer de prostata avangado,
levando a morte celular e a queda de 90% dos niveis de PSA (HARRIS et al., 2009).



1.3. Inflamacéo e o Céancer

A primeira evidéncia da ligacdo entre a inflamacéo e a neoplasia foi encontrada no
século 19 por Rudolf Virchow, que observou a presenca de leucdcitos infiltrados na massa
tumoral (BALKWILL e MANTOVANI, 2001). Atualmente, sabe-se que praticamente
todos os canceres possuem um infiltrado de células do sistema imune em quantidades bem
variaveis, desde um infiltrado basal até uma inflamacdo cronica com infiltrados de
leucdcitos, como macrofagos, e com menos frequéncia células plasmaticas e eosinofilos
(PAGES et al., 2010; SFANOS e DE MARZO, 2012).

Cerca de 20% dos canceres que se desenvolvem em adultos resultam de um estado
inflamatdrio ou inflamacdo crénica (AGGARWAL, VIJAYALEKSHMI e SUNG, 2009).
Além disso, a inflamacdo sempre estd associada ao cancer mesmo que o desenvolvimento
inicial do cancer ndo esteja diretamente relacionado ao processo inflamatoério
(MANTOVANI et al., 2008). Algumas das caracteristicas da inflamacdo associada ao
tumor sdo: a presenca de macrofagos associados ao tumor (TAM), mediadores
inflamat6rios como citocinas e quimiocinas, a ocorréncia de remodelamento tecidual,
angiogénese e metastase (MANTOVANI et al., 2008; MAN et al., 2013). Os macrofagos
associados ao tumor normalmente apresentam dois fenétipos. O feno6tipo M1 responde a
ativacao classica por interferony (IFNy) e promove ag¢fes antitumorais, ja o fenotipo M2 é
ativado em resposta a IL-4 e IL-13 e promove remodelamento tecidual, imunoregulacdo e
progressdo tumoral (MANTOVANI et al., 2002; MANTOVANI e SICA, 2010).

As razes para o surgimento da inflamagéo podem variar, podendo estar relacionada
a fatores extrinsecos como infec¢des ou influéncias ambientais e a fatores intrinsecos como
mutacdes em genes associados a inducdo inflamatoria (MANTOVANI et al., 2008). Além
disso, a senescéncia celular associado a inflamacdo pode levar ao desenvolvimento da
tumorigénese (PRIBLUDA et al., 2013). A inflamacdo desencadeada por infec¢des surge
como forma de eliminar o agente infeccioso, no entanto em muitos casos 0s patdgenos
tumorigénicos sdo capazes de subverter a acdo do sistema imune e estabelecer uma
infeccdo persistente associada a uma inflamacdo cronica (GRIVENNIKOV, GRETEN e
KARIN, 2010).



A regido da prostata é extremamente susceptivel a inflamacgdes. Diversos trabalhos
mostram que a inflamagdo crbnica local € um componente ambiental que vem se
destacando como potencial fator de risco para o cancer de prostata (DE MARZO et al.,
2007; GUERON, DE SIERVI e VAZQUEZ, 2012; SFANOS e DE MARZO, 2012). Essa
inflamacdo pode ser causada por agentes infecciosos, habitos alimentares, mudancas
hormonais dentre outras exposi¢cdes ambientais como refluxo de urina ou traumas fisicos
(DE MARZO et al., 2007). Por outro lado, amostras histoldgicas de cancer de préstata
exibem, frequentemente, lesdes com infiltrados inflamatdrios sem uma explicacdo aparente
e essas lesbes estdo normalmente associadas a uma atrofia epitelial local com atividade
proliferativa aumentada em relacdo ao epitélio normal, sendo assim denominada atrofia
inflamatoria proliferativa (P1A) (DE MARZO et al., 1999). Amostras teciduais de pacientes
com hiperplasia benigna da prostata, que ocorre na area de transicdo da prostata, também
apresentam um infiltrado inflamatério. (DE MARZO et al., 2007). A atrofia inflamatéria
proliferativa normalmente estd associada a um estagio inicial de transformacdo celular
levando a formacdo na neoplasia intraepitelial da prostata e posteriormente ao cancer com
potencial metastatico (Figura 2).

O uso de anti-inflamatdrios parece reduzir o risco do cancer de prostata, indicando
que existe uma ligacdo entre a inflamacdo e o desenvolvimento da neoplasia prostéatica.
Estudos com casos controlados sugerem uma diminuicdo de 15-20% no risco de céancer de
préstata em usuarios frequentes de aspirina ou drogas anti-inflamatorias nao-esteroidais
(CHAN et al., 2006; SHEBL et al., 2012) e esse efeito também ja foi observado em cancer
de mama (GIERACH et al., 2008).
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Figura 2. Modelo celular do desenvolvimento do cancer de préstata. Modelo com as diferentes etapas
observadas a nivel histolégico e celular durante o desenvolvimento do céncer de préstata. Inicialmente o
tecido normal apresenta uma atrofia inflamatdria proliferativa (P1A). A ativacdo inflamatéria constante pode
levar ao surgimento da neoplasia intraepitelial da prostata (PIN) e posteriormente no cancer invasivo com
potencial metastatico. Imagem adaptada de (DE MARZO et al., 2007).



Um dos tratamentos mais utilizados para o cancer de prostata é privacdo de
androgenos. Tumores que regridem apos a terapia de privacdo de androgenos apresentam
infiltrados de leucdcitos, incluindo células B, com ativacdo de IKKP que resulta na
secrecdo de citocinas que ativam IKKa ¢ STAT3, contribuindo para a sobrevivéncia do
cancer independente de horménio (AMMIRANTE et al., 2010). Desta forma, o estudo dos
elementos moleculares que ligam os processos inflamatérios @ manutencdo do estado
tumoral é altamente relevante, podendo apontar alvos estratégicos para terapias que venham
a prevenir, controlar ou erradicar o cancer de prostata e/ou as recidivas, reduzindo o0s

agravos desta doenga.

1.4. Inflamassoma

Inflamassomas sdo complexos multiproteicos que funcionam como plataformas para
a ativacdo da caspase-1, levando em seguida a clivagem das citocinas pro-inflamatérias
pro-IL-1B e pré-IL-18 o que as converte para as suas formas ativas (Figura 3)
(SCHRODER e TSCHOPP, 2010). O inflamassoma vem sendo destacado como importante
regulador do sistema imune inato (LAMKANFI, 2011). A IL-1p e a IL-18 estdo ligadas a
diversos efeitos bioldgicos associados aos processos de infeccdo, inflamacdo e respostas
autoimunes (SIMS e SMITH, 2010).

A formacdo desse complexo proteico tem como plataforma os receptores de
reconhecimento de padrbées (PRR) da familia de receptores do tipo NOD (NLR) ou da
familia da proteina HIN-200 (LAMKANFI et al., 2007). A familia NLR é caracterizada
pela presenca de um dominio central de ligacdo a nucleotideo (NACHT), que normalmente
é flanqueado por uma regido C-terminal rica em leucina (LRRs) e um dominio N-terminal
de recrutamento de caspase (CARD), dominio pirina (PYD) ou ainda dominio repetitivo
inibitério do baculovirus (BIR) (DAVIS, WEN e TING, 2011). Esses receptores sao
intracelulares e detectam perturbacGes citosélicas promovidas pela deteccdo de padrdes
moleculares associados a patdégeno (PAMPS) e padrdes moleculares associados a danos
celulares (DAMPSs) (SCHRODER e TSCHOPP, 2010).



O inflamassoma NLRP3 € o mais estudado até hoje, ele pode ser ativado por
perturbacdes na fisiologia celular como permeabilizacdo da membrana mitocondrial e/ou
lisossomal, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e efluxo de potassio (GROSS et al.,
2011). O NLRP3 néo possui o dominio CARD e por isso a formacdo do complexo proteico
nessa plataforma depende da proteina adaptadora ASC (PYCARD) (DAVIS, WEN e
TING, 2011). Em macro6fagos primados com LPS ocorre ativagdo de caspasel mediada por
NLRP3 quando ha exposicdo das ceélulas a moléculas de ATP extracelular
(MARIATHASAN et al., 2006), esse ATP extracelular € reconhecido pelo receptor P2X7,
caracterizando um DAMP (FERRARI et al., 1997; IYER et al., 2009). Cristais de &cido
urico também sdo caracterizados como DAMPs capazes de ativar o inflamassoma NLRP3 e
promover secre¢do de IL-1p (MARTINON et al., 2006). Além disso, agonistas de NLRP3
levam a liberacdo de espécies reativas de oxigénio promovendo a ativacdo do inflamassoma
(CRUZ et al., 2007; CASSEL et al., 2008; DOSTERT et al., 2008).

N&o se sabe ao certo ainda quais 0s mecanismos que levam a secrecdo de IL-1f ¢
IL-18 ap6s sua maturacdo dependente de caspasel, uma vez que essas proteinas nao
possuem o peptideo sinal de reconhecimento pelo reticulo endoplasmatico/aparato de
Golgi, a via mais convencional de secrecdo celular (NICKEL e RABOUILLE, 2009).
Algumas hipdteses propostas indicam que essa secrecdo pode ocorrer via exossomo
independente de aparato de Golgi ou lisossomo (NICKEL e RABOUILLE, 2009), e ainda
pode estar relacionada a morte celular inflamatoria regulada pela ativacdo de caspasel
mediada por inflamassoma denominada piroptose (LAMKANFI, 2011).

A piroptose é um tipo de morte celular que se diferencia da apoptose principalmente
pela formagdo de poros de 1-2 nm na membrana plasmatica levando a liberagdo do
conteddo citoplasmatico (FINK e COOKSON, 2006) e também por ser dependente de
caspasel e apresentar secrecdo de IL-1B ¢ IL-18. No entanto, ja foi demonstrado que a
piroptose ocorre independentemente da secrecao das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-
18 (MONACK, DETWEILER e FALKOW, 2001). No entanto, a apoptose e a piroptose
também exibem algumas semelhancas como a condensacdo da cromatina, fragmentacéao
nuclear e clivagem de PARP1 (STRASSER, O'CONNOR e DIXIT, 2000; FINK e
COOKSON, 2006). Alguns estudos reportam que em alguns casos a piroptose pode ocorrer

sem que a clivagem de PARP1 seja necessaria (CHEN et al., 1996).
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Figura 3. Modelo de ativacdo do inflamassoma NLRP3. Sdo necessarios dois sinais de ativacdo para que
ocorra a formagéo do inflamassoma. O primeiro sinal denominado de priming deve ser um estimulo capaz de
induzir o fator de transcricdo NF-Kp promovendo a expressdo do receptor NLRP3 e também dos precursores
das citocinas ndo ativas pro-IL-1p e pro-1L-18. O primimg normalmente ocorre via ativacdo de receptores do
tipo Toll (TRL) (descrito), receptores de TNF-a ou receptores de IL-1R. Padrdes moleculares associados a
patdgenos ou a danos celulares (PAMP ou DAMP) funcionam como segundo sinal de ativagdo. Esses
estimulos podem levar a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), efluxo de potassio ou dano
lisossomal que por sua vez leva a formagdo do complexo inflamassoma. O inflamassoma, formado pelo
receptor NLRP3, a proteina adaptadora ASC e caspasel, promove a ativacdo da caspase-1, levando em
seguida a clivagem das citocinas pré-inflamatérias pro-1L-1p e pré-1L-18 o que as converte para as suas
formas ativas IL-1p e IL-18. Figura adaptada de (MENU e VINCE, 2011).

1.5. Células Tronco Tumorais

Células tronco tumorais, assim como as células tronco normais, podem se
diferenciar em qualquer tipo celular no contexto tumoral (JAGGUPILLI e ELKORD,
2012). Por exemplo, foi demonstrado que células tronco tumorais podem formar tecido
endotelial em glioblastomas (WANG et al., 2010). Os marcadores de superficie CD44 e
CD24 vém sendo utilizados em conjunto com outros marcadores molecures como CD15,
CD133 e EpCAM, para identificar e isolar células tronco tumorais (SLOMIANY et al.,
2009; LEE et al., 2010; RASSOULLI et al., 2013). O fendtipo CD44*/CD24" presente nas
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células tronco tumorais foi primeiramente identificado em células de cancer de mama (AL-
HAJJ et al., 2003), abrindo o caminho para o estudo nos demais tipo de cancer. Neste
contexto, a CD44 pode ser empregrada como um marcador de células tronco tumorais em
diversos tumores (DU et al., 2008).

CD44 ¢é uma glicoproteina transmembrana que pode atuar como receptor para o
acido hialurdnico e é altamente expressa em diversos tipos de cancer (PONTA, SHERMAN
e HERRLICH, 2003; NAOR et al., 2008). Essa proteina se associa a outras proteinas que
monitoram mudancas extracelulares e desempenha papel central na regulacdo da adesao
celular, proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade, angiogénese e diferenciacdo (DU et al.,
2008). A expressdo de CD44 por celulas tumorais € também associada a interagdo com
osteopontina promovendo modulacgéo das funcdes celulares contribuindo com a progresséo
tumoral (RANGASWAMI, BULBULE e KUNDU, 2006; IQBAL et al., 2014). CD44 pode
ainda interagir com elementos da matriz extracelular como colageno, laminina e
fibronectina, no entanto, a fungdo fisioldgica desta associacdo ainda ndo é compreendida
(JAGGUPILLI e ELKORD, 2012). Finalmente, o fendtipo CD44 estd associado ao
aumento do potencial tumorigénico e metastatico em diversos tipos de céancer in vivo
incluindo o céncer de préstata (SY, GUO e STAMENKOVIC, 1991; SANAAT et al.,
2013; FENG et al., 2014). Diversas linhagens celulares de cancer de prostata com alta
expressdo de CD44 apresentam caracteristicas de células tronco tumorais como alto
potencial tumorigénico e metastatico, levando a formacdo de tumores em camundongos
imunodeficientes (NOD/SCID) (PATRAWALA et al., 2006).

A CD24 ¢ uma outra proteina de superficie celular muito importante no estudo do
cancer e esta associada ao fenotipo de celulas tronco tumorais. Embora esta molécula tenha
sido reconhecida como marcador molecular para as células tronco tumorais, existem muitas
ideias divergentes quanto a relagdo da expressdo desse marcador e o prognoéstico da doenca
(KRISTIANSEN, SAMMAR e ALTEVOGT, 2004; ABRAHAM et al., 2005). CD24 ¢
uma pequena proteina ancorada a superficie das células através de sua associacdo covalente
a um glicolipidio denominado glicosil fosfatidil inositol (GPI). A CD24 é uma proteina
glicosilada, encontrada em uma ampla variedade de tipos de céncer, com funcdo de
promover a interacdo celula/célula e ceélula/matriz extracelular (KRISTIANSEN,
SAMMAR e ALTEVOGT, 2004; SHIMAMURA et al., 2014). Esta proteina atua como
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ligante alternativo de P-selectina, um receptor de adesdo encontrado em plaquetas e células
endoteliais. A associacdo do CD24 com a P-selectina facilita a passagem das células
tumorais para a corrente sanguinea contribuindo com o0 processo de metastase
(JAGGUPILLI e ELKORD, 2012). No entanto, o papel do CD24 parece ser diferente
dependendo do tipo de cancer considerado. No cancer do pancreas, a alta expressdao de
CD24 esta associada a inibicdo da evasdo e da metastase (TANIUCHI, NISHIMORI e
HOLLINGSWORTH, 2011). Da mesma forma, estudos com a linhagem celular A549 de
adenocarcinoma pulmonar humano, demonstraram a ndo aplicabilidade deste marcador
para células tronco tumorais neste modelo (ROUDI et al., 2013).

Células tronco tumorais com o fendtipo CD44/CD24 foram isoladas de diversas
linhagens celulares de cancer de prostata e foram capazes de promover tumorigénese in
vivo (HURT et al., 2008). Além disso, essas células possuem capacidade de diferenciacéo,
pois exibem uma alta expressdo de genes relacionados a essa capacidade e formam esferas
ndo aderentes em agar denominadas prostatosferas (HURT et al., 2008). Mudangas na
expressdo de moléculas de adesdo podem promover um desequilibrio na ligacdo epitélio-
mesenquimal levando a uma desorganizacdo tecidual caracteristica de tumores
(GOODISON, URQUIDI e TARIN, 1999).

A transicdo epitelio-mesenquimal (EMT) é caracterizada pela perda de adesdo
célula-célula mediada por E-caderina, perda da adesdo a matriz extracelular mediada por
integrina e rupturas na membrana basal, que sd0 processos necessarios para que o cancer
seja capaz de invadir outros tecidos (THIERY, 2002; HUGO et al., 2007). Em condicdes
normais a EMT ¢é fundamental durante o processo de desenvolvimento embrionério, mas
também é fundamental para que ocorra a migracdo e invasdo de células cancerigenas a
sitios reservados a outros tecidos e/ou corrente sanguinea e linfatica promovendo o agravo
do céancer conhecido como metastase (HUBER, KRAUT e BEUG, 2005). Logo, o
fendmeno EMT é utilizado pelas células tumorais como forma de propagacdo para 0s
demais tecidos, e essa caracteristica vem sendo muito correlacionado a subpopulacdo de
células tronco tumorais. Células tronco tumorais da prostata apresentam a capacidade de
invasdo in vitro através do processo de EMT e apresentam a mesma assinatura de genes

responsaveis pela capacidade de diferenciacdo presentes em células tronco normais
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(KLARMANN et al.,, 2009). Essas mesmas células foram suficientes para levarem a
formagéo de tumores em camundongos (KLARMANN et al., 2009).

As células tronco tumorais sd8o uma subpopulacdo celular presente na massa
tumoral, representada por poucas células, que possuem alta capacidade proliferativa
(COLLINS et al., 2005). Por se tratar de células menos diferenciadas, as células tronco
tumorais da prostata com o fendtipo CD44°/CD24° apresentaram a capacidade de
autorenovacdo (HURT et al., 2008), ou seja, a partir da subpopulacdo de células tronco
tumorais, o céancer pode se restabelecer mantendo a populacdo diferenciada e
desdiferenciada. Essa caracteristica explica em parte a quantidade de recidivas apos o
tratamento de cancer de préstata com privacdo de andrdgenos.

Levando em consideracdo essa capacidade de manutencdo do tumor e disseminagéo
do tumor pelo organismo, as células tronco tumorais se tornam um alvo terapéutico muito
importante. Além disso, € necessario entender como ocorre a formacéo dessa subpopulacao
durante o desenvolvimento da doenga. Alguns estudos vém apontando para aspectos
importantes da regulacdo das células tronco tumorais. Foi demonstrado que o bloqueio por
silenciamento génico de EZH2, uma enzima catalitica que promove a metilacdo das
histonas (SEWALT et al., 1998), leva a diminuicdo na proliferacdo celular e parada na fase
GO0/G1 do ciclo celular em células tronco tumorais da préstata (LI et al., 2013). Isto
demonstra que essa enzima é necessaria para a manutencéo e talvez até para o surgimento
dessa subpopulacdo. Além disso, ja foi demonstrado também que a via MEK/ERK, cuja
ativacdo ocorre por meio da sinalizacdo pelo fator de crescimento epidermal (EGF), é
essencial para a propagacao de células tronco tumorais da préstata (RYBAK, INGRAM e
TANG, 2013).

A acdo dos elementos de comunicacdo presentes no ambiente inflamatério e a sua
relacdo com as células normais e tumorais no cancer de prostata ainda ndo é completamente
compreendida. Sendo assim, estudos que liguem a inflamacéo e as propriedades tumorais
sdo altamente relevantes para o entendimento de processos ainda obscuros na biologia do

cancer de prostata.
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1.6. PPAR-y

Células cancerigenas em alguns casos exibem um metabolismo de lipideo alterado
levando a uma alta taxa de sintese lipidica. Tal processo ocorre principalmente em
decorréncia da biogénese de membrana plasmatica uma vez que a taxa de divisdo celular no
cancer ¢ muito alta (SUBURU e CHEN, 2012). O PPAR-y ¢ membro da familia de
receptores nucleares hormonais (LEMBERGER, DESVERGNE e WAHLI, 1996). Essa
proteina atua como fator de transcricdo ap6s formar heterodimeros com receptores
retindicos X (RXRs) e se liga a elementos responsivos especificos (PPRES) presentes nas
sequéncias dos genes alvos (MANGELSDORF e EVANS, 1995). Os genes alvos desse
fator de transcricdo estdo envolvidos no metabolismo lipidico, armazenamento de lipideo,
proliferacdo celular, sinalizacdo da via da insulina e producéo de adipocinas (SIKKA et al.,
2012). PPAR-y possui trés variantes de transcritos denominados PPAR-y1, PPAR-y2, ¢
PPAR-y3 e todas as isorformas sdo encontradas em humanos e altamente expressa nos
tecidos adiposos (FAJAS et al., 1997). PPAR-y também ¢ expressa em outros tipos
celulares e tem sido relatada uma alta expressdo dessa proteina em células epiteliais
cancerigenas (FAJAS, DEBRIL e AUWERX, 2001). No entanto, a ativa¢do de PPAR-y via
agonistas foi relacionada com uma diminuicdo na proliferacdo celular em células de cancer
de préstata (KUBOTA et al., 1998; SHAPPELL et al., 2001), e também pela inibicdo da
invasibilidade em células de cancer de figado (PANG et al., 2013). Além disso, agonistas e
ligantes de PPAR-y foram propostos para o tratamento de canceres responsivos a hormonio
como cancer de mama (CATALANO et al., 2011) e cancer na tireoide (ANTONELLI et
al., 2012; SMALLRIDGE et al., 2013).

1.7. Justificativa

O cancer de prostata € a segunda neoplasia mais frequente entre homens no Brasil.
Estima-se o surgimento de 68.800 novos casos de cancer de prostata para o Brasil para o
ano de 2014 (INCA, 2014). Esta neoplasia esta associada a diversos fatores de risco, sendo
um deles a presenga de inflamacéo local. Esta inflamagéo se caracteriza por uma atrofia da

area epitelial e por infiltracbes de células do sistema imune. Estudos que associem o
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microambiente inflamatdrio ao surgimento, manutencdo e agravo do cancer de prostata séo
muito recentes e escassos €, por este motivo, ndo hd um entendimento claro acerca dessas
interacdes.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi analisar a dindmica entre o cancer de
préstata e os processos inflamatorios, de forma a contribuir para o entendimento da biologia
do céncer de prostata, bem como com a identificacdo de provaveis novos alvos para o

tratamento quimioterapico tradicional e/ou para terapias adjuvantes.

1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo Geral

Avaliar o papel de mediadores inflamatérios secretados na dinamica celular do

cancer de prostata in vitro.

1.8.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias nas linhagens de cancer de
préstata DU145 e LNCaP;

e Analisar o comportamento celular das linhagens celulares de cancer de préstata
DU145 e LNCaP sob estimulos de mediadores inflamatérios quanto ao ciclo
celular, fragmentagéo nuclear e proliferacdo celular;

e Auvaliar a expressao das proteinas NLRP3, PPAR-y, PARPI clivada nas linhagens
de cancer de prostata DU145 e LNCaP sob estimulos inflamatorios;

e Auvaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio nas linhagens de céancer de
prostata DU145 e LNCaP mediante estimulos inflamatorios;

e Avaliar o papel do estimulo inflamatério na modulacdo da populacdo de células
tronco tumorais nas linhagens de cancer de prostata DU145 e LNCaP.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes e Equipamentos

Na manutencdo das células em cultura, foram utilizados DMEM, RPMI, SFB,
Tripsina 0,25% em EDTA, todos obtidos da empresa GIBCO - Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA. Para a obtencdo de PBMC, foram utilizados Histopaque e DMSO da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Como estimulos pro-inflamatorios foram utilizados o
LPS e ATP da Invivogen, San Diego, CA, EUA.

Na quantificacdo de citocinas foram empregados os kits de ELISA para IL-1p, IL-6
e TNF-a da BD Biosciences, Inc. Nas analises por citometria de fluxo os reagentes
utilizados foram: lodeto de Propideo da Molecular Probes — Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA; RNAse livre de DNAse, CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, todos da
Invitrogen — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; anti-PPAR-y conjugado a FITC (SC-
7273) da Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA e Colchicina da Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Também foram utilizados os anticorpos conjugados anti-
CD24-PE (MHCD2404) e anti-CD44-FITC (MHCD4401) da Molecular Probes — Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA. Como controles de isotipo, foram utilizados os
anticorpos 1gG1-PE (SC-2866) e IgG2b-FITC (SC-2857), ambos da Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA. O equipamento Spectramax M5 foi utilizado
para a leitura de absorbancias e os dados foram analisados pelo programa SoftMax Pro 5.2,
ambos da Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, EUA. O citdmetro de fluxo utilizado
foi o BD FACSCalibur, BD Biosciences, Inc. e a analise de dados foi realizada no
programa FlowJo v.5.2.7, Tree Star, Inc.

Nas analises por Western Blot, as proteinas foram extraidas com o tampao Triton
Lysis Buffer e inibidor de protease da Boston Bioproducts, Chestnut St
Ashland, MA, EUA. As proteinas foram quantificadas utilizando-se o Bicinchoninic Acid
Protein Assay Kit da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Foram utilizados géis de
acrilamida pré-prontos Amersham ECL™ Gel 4%-12%, 15 wells e membranas Amersham
Hybond ECL™ da GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra. A revelacido
foi feita com a solugcdo Amershan ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent e as
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imagens foram adquiridas no equipamento Image Quant LAS 4000, ambos da GE
Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra. A analise de densitometria de
massa foi realizada no programa ImageJ do NIH, EUA.

Os anticorpos primarios utilizados nas marcagdes para Western blot foram: anti-
ADRP (10R-A117a) da Fitzgerald Industries Iternational, Acton, MA, EUA; anti-PPAR-y
H-100 (SC-7196) da Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA,; anti-NLRP3
(XA-1033) da ProSci, Loveland, CO, EUA,; anti-PARP1 (abc26) da Millipore, Billerica,
MA, EUA,; anti-GAPDH (G8795) e anti-Bactina (A5316) da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA. Os anticorpos secundarios utilizados foram: anti-coelho conjugado a HRP (NA934V)
e anti-camundongo conjugado & HRP (NA931V), ambos da GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, Inglaterra.

Na marcagdo de fluorescéncia foi utilizado o kit CellROX™ Deep Red Reagent
(C10422) da Molecular Probes — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA. Como marcador
fluorescente nuclear, utilizou-se DAPI da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Na
montagem da lamina utilizou-se solucdo anti-decaimento de fluorescéncia, ProLong Gold
da Invitrogen — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA. As imagens foram adquiridas no
Microscopio Confocal de Varredura a Laser TCS-SP5 (Leica, Wetzlar, HE, Alemanha).

Para andlises de microscopia de luz foram utilizados o Oil Red O (00625) e 1,2
Propenodiol (388039) da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. As imagens foram
adquiridas no microscopio Axiophot Zeiss® pelo software AxioVision LE (Carl Zeiss AG,
Alemanha).

O programa GraphPad Prism 5, GraphPad Software, Inc. foi utilizado para gerar o

gréficos e analises estatisticas.

2.2. Cultivo Celular

No desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas as linhagens celulares de
cancer de préstata LNCaP clone FGC, obtida do banco de células do Rio de
Janeiro, e DU145 cedida pelo Professor Dr. Sergio Verjovski do Departamento de
Quimica da Universidade de Sao Paulo. As células LNCaP foram cultivadas em

meio RPMI e as células DU145 em meio DMEM, ambos suplementados com 10%
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de Soro Fetal Bovino (SFB) e 25 ug/ml de gentamicina. As células foram mantidas
em estufa Umida com 5% de CO,, a 37°C.

A linhagem DU145 foi isolada em janeiro de 1976 por Stone K. R. et al. As
células foram retiradas de um foco de metastase encontrado no cérebro. O paciente
de 69 anos apresentava estado avancado de cancer de prdstata metastatico, além de
um historico de trés anos de leucemia linfocitica. No momento da necropsia foram
encontradas metastases no pulméo, figado, coluna vertebral, fémur, nddulos
linfaticos e cérebro. As células da linhagem sédo epiteliais e crescem como ilhas
isoladas (STONE et al.,, 1978). As células sdo consideradas andrégeno-
independentes uma vez que ndo apresentam receptor de andrégeno e nem a Sa-
redutase, enzima responsavel pela transformagdo de testosterona em Sa-
dihydrotestosterona e que, consequentemente, estimula o crescimento celular. O
antigeno especifico da prostata (PSA) ndo € expresso por essa linhagem
(RUSSELL e KINGSLEY, 2003) e a populagdo com fendtipo CD44"/CD24 varia
de 7% a 10% (HURT et al., 2008).

A linhagem LNCaP foi isolada de uma metastase no linfonodo
supraclavicular esquerdo de um paciente de 50 anos com diagnostico de cancer de
prostata metastatico. (HURT et al., 2008). Em cultura, essa linhagem ndo forma
uma monocamada e as células se dividem formando aglomerados estratificados.
As células da linhagem sdo andrdégeno-sensiveis, pois possuem o receptor de
androgeno, apresentam expressdo de Sa-redutase e de PSA (HOROSZEWICZ et
al., 1983). Além disso, a porcentagem de células LNCaP que apresentam o
fendtipo CD447/CD24" é de apenas 0,04% (HURT et al., 2008).

2.3. Obtencédo de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

Para avaliar a influéncia de um microambiente inflamatério nas linhagens celulares
de céncer de prostata, foi utilizado como modelo o sobrenadante condicionado de células
mononucleares do sangue periférico. Foram selecionados doadores do sexo masculino com
idade superior a 45 anos, faixa etaria de risco para o desenvolvimento do céncer de

prostata.

18



Para a obtencdo de celulas mononucleares do sangue periférico (PBMC), o sangue
foi coletado em tubos a vacuo contendo EDTA e, em seguida, transferido para tubos de 50
ml. O Histopaque foi adicionado ao fundo dos tubos, de forma a gerar duas fases. A
proporcéo de volume entre o sangue coletado e o Histopaque foi de 1:1. Os tubos foram
centrifugados a 2500 r.p.m com aceleracdo 1 e desaceleracdo 0, por 35 minutos. Quatro
fases foram formadas, a fase com aspecto de nuvem branca referente as células
mononucleares, foi coletada com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro com ponta fina e
transferida para outro tubo. Foi adicionado Tampé&o Fosfato Salina (PBS) para completar o
volume final de 40ml. Os tubos foram entdo centrifugados a 1800 r.p.m. com aceleracdo e
desaceleracdo 8, por 25 minutos. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em SFB, contadas e congeladas em solugéo de 10% DMSO em SFB. As

células foram armazenadas em freezer a -80C°.

2.4. Estimulos

Para a analise do efeito de estimulos pro-inflamatérios nas linhagens de cancer de
préstata DU145 e LNCaP, as células foram estimuladas com LPS (1pg/ml, overnight) ou a
combinacdo de LPS (1ug/ml, overnight) e posteriormente, ATP (5mM, 1h), todos por 24h.
Esses grupos experimentais foram denominados LPS e LPS + ATP, respectivamente.

Além disso, com o objetivo de avaliar a acdo dos indutores inflamatorios sobre as
células tumorais, foi realizada a andlise dos efeitos do sobrenadante condicionado de
PBMC sobre as células das linhagens DU145 e LNCaP. Para isso, as células de PBMC
foram descongeladas e semeadas em uma propor¢ao de 5:1 em relacdo ao numero de
células das linhagens de céncer de prostata, que varia de acordo com 0 experimento
realizado. As células PBMC foram entdo estimuladas com LPS (1pg/ml, overnight) ou a
combinacédo de LPS (1pg/ml, overnight) e depois ATP (5mM, 1h), por 24h. Como controle
do meio condicionado, foi utilizado o sobrenadante de células PBMC né&o estimuladas. Os
sobrenadantes condicionados do PBMC, apds as 24h de tratamento, foram transferidos para
cultura das linhagens celulares de cancer de prostata substituindo o meio de cultura de cada
linhagem. 24h apds a transferéncia dos sobrenadantes condicionados, as células das

linhagens foram analisadas. Esses pontos experimentais foram denominados Sob. PBMC,
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Sob. PBMC LPS e Sob. PBMC LPS + ATP. Na figura 4 ¢ exemplificado com um esquema

0s tempos e estimulos descritos.
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Figura 4. Esquema demonstrando os tempos e estimulos utilizados no desenvolvimento do trabalho.

2.5. Analise do Ciclo Celular e Fragmentacao Nuclear por lodeto de Propideo

O lodeto de Propideo (PI) é uma molécula fluorescente e agente intercalante de
DNA. Por isso, através da marcacdo com Pl é possivel determinar a quantidade de DNA
presente nas células e, portanto determinar a fase do ciclo celular de acordo com o perfil de
fluorescéncia obtido. Em um histograma de fluorescéncia pelo nimero de células observa-
se: 1) células na fase GO/G1 (2n) formando o pico de menor intensidade, 2) células na fase
S formando um pico intermediario que representa a transicdo de 2n para 4n e 3) células na
fase G2/M (4n) sendo este o pico de maior intensidade de fluorescéncia. Células que

apresentam fragmentacdo nuclear formam um pico anterior as células em GO/G1,
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denominado sub-G1, uma vez que a emissdo de fluorescéncia dos fragmentos do material
genético é menor do que a observada no material intacto (2n).

As células de linhagem de cancer de prostata, LNCaP e DU145 foram adicionadas a
placas de 12 pocos, em uma quantidade de 1x10° e 8x10* células por poco, respectivamente.
Apbs 24 horas de estimulos, as células foram coletadas em tubos tipo eppendorf e
centrifugadas por 5 min, a 400g. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 1ml de PBS e centrifugadas novamente por 5 min, a 400g. Depois de
lavadas, as células foram fixadas em 1ml etanol 70% por pelo menos 2 horas , a 4°C. Uma
lavagem em PBS foi realizada apés a fixacéo e entdo as células foram ressuspendidas em
1ml de solugédo de PI (0,1% Triton X-100, Pl (10pg/ml) e 200ug/ml de RNAse livre de
DNAse em PBS) e incubadas por 10 min, a 37C° com prote¢do da luz. Ao fim da
incubacdo as células foram centrifugadas por 5 min, a 400g. O sobrenadante da solucédo de
Pl foi descartado, as células ressuspendidas em PBS 1x e levadas para analise por
citometria de fluxo.

No citdmetro de fluxo foram adquiridos 10.000 eventos totais para cada grupo
experimental. A leitura foi realizada no canal FL2A, em escala linear. As analises de ciclo

celular foram realizadas na plataforma prépria para ciclo celular do programa FlowJo.

2.6. Avaliacdo do feno6tipo CD44/CD24

A populacdo de células tronco tumorais nas linhagens celulares de prostata DU145 e
LNCaP foi determinada utilizando o fendtipo CD44"/CD24",

As ceélulas de linhagem de cancer de prostata, LNCaP e DU145 foram adicionadas a
placas de 12 pocos, em quantidades de 1x10° e 8x10 células por poco, respectivamente.
Apbs as 24 horas de estimulos, as células foram coletadas em tubos tipo eppendorf e
centrifugadas por 5 min, a 400g. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 1ml de 2% BSA em PBS e centrifugadas novamente por 5 min, a 400g.
Apbs a lavagem, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressupendidas em 50ul
de 2% BSA em PBS com os anticorpos conjugados anti-CD44-FITC e anti-CD24-PE,
ambos na diluicdo de 1:20. As células foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos, a

4C° e protegidas da luz. Apos o periodo de incubacao as células foram centrifugadas por 5
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min, a 400g. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas mais uma vez com
2% BSA em PBS e levadas para analise em citdmetro de fluxo.

No citdmetro de fluxo foi determinado um gate, dentro do qual foram adquiridos
10.000 eventos nos canais FL1H e FL2H. Como controles negativos foram utilizados os
isotipos de cada anticorpo. Para a compensacdo e controles positivos foram utilizadas

células de PBMC marcadas com 0s anticorpos em conjunto ou separadamente.

2.7. Avaliacao da proliferacéo celular por marcacdo com CFSE

CFSE é um marcador celular que entra passivamente nas células. Esterases
intracelulares clivam o grupo acetato do CFSE tornando a molécula fluorescente. Apds a
clivagem, o grupo succinimidil ester forma conjugados fluorescentes com aminas presentes
no citoplasma, que ficam estaveis durante longos periodos. Quando ocorre a divisao celular
tais conjugados sdo divididos igualmente entre as células-filhas. Sendo assim, € possivel
acompanhar as divisdes de uma populacédo de células ao longo de um periodo.

Para determinar a proliferacdo celular, as células foram marcadas no momento do
plagueamento. Um total de 1x10° células de ambas as linhagens, LNCaP e DU145, foram
ressuspendidas em 1ml de SFB em um tubo de 15ml. Adicionou-se a cada tubo 1ml de
CFSE em PBS para uma concentracao final de CFSE de 5uM e a partir desse momento as
células foram protegidas da luz até o0 momento da analise. As células foram incubadas por
10 minutos, a 37°C. Durante o periodo de incubacdo os tubos foram levemente agitados a
cada 2 minutos. Depois da incubacdo foi adicionado 1ml de SFB gelado e os tubos foram
deixadas no gelo por 5 minutos. Os tubos foram entdo completados até 10 ml com meio
suplementado e gelado, RPMI ou DMEM dependendo da linhagem, e centrifugados por 10
minutos a 300g. O sobrenadante foi descartado e essa etapa foi repetida por mais duas
vezes. Depois, as células foram adicionadas a placas de 12 pogos em uma quantidade de
1x10° células LNCaP e 8x10* células DU145. Ap6s 24h de estimulo a analise foi realizada
por citometria de fluxo. Como controle da populagédo que ndo dividiu foram utilizadas
células tratadas com 10uM de colchicina durante 1 hora e mantidas em cultura até o fim do

experimento.
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No citdmetro de fluxo, ap6s a determinacdo do gate, 10.000 eventos foram
adquiridos no canal FL1H. As analises foram feitas comparando a amostra tratada com
colchicina, que ndo entrou em divisdo, e as demais amostras na plataforma de proliferagéo

celular do programa FlowJo.
2.8. Ensaio de ELISA

Ensaios de ELISA foram realizados para quantificar a secrecdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF-a. As células LNCaP e DU145 foram adicionadas a placas
de 24 pocos em quantidades de 5x10%e 3x10* células por poco, respectivamente. Apés
os estimulos inflamatérios o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20C°. A

quantificacdo foi feita de acordo com as recomendacdes do fabricante.
2.9. Western Blot

A presenca das proteinas PPAR-y, PARP1, e NLRP3 no lisado proteico das
linhagens LNCaP e DU145 foi avaliada por Western Blot. As proteinas GAPDH e f-
actina foram utilizadas com controles internos.

As células LNCaP e DU145 foram adicionadas a placas de 6 pocos em quantidades
de 5x10° e 3x10° células por pogo, respectivamente. Apds os estimulos as células
foram lisadas com 60ul de Tampdo Triton Lysis Buffer (Tris-HCL 50mM pH7,4;
NaCl 150mM; EDTA 5mM e Triton X 100 1%) com inibidor de protease,
diretamente no poc¢o, com o auxilio de um rodinho. As amostras foram coletadas
em tubos tipo eppendorf e incubadas no gelo por 30 min. A cada 5 min as amostras
foram agitadas em agitador tipo vortex. Em seguida, os tubos foram centrifugados
por 5 min, a 3000 r.p.m e os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos.
As amostras de proteinas totais foram armazenadas a -20°C e quantificadas
utilizando-se o kit Bicinchoninic Acid Protein Assay de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.

No gel de acrilamida pré-pronto de gradiente entre 4%-12%, foram

aplicados 20ug de proteinas totais de cada amostra. Antes de serem aplicadas, as
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proteinas foram fervidas por 5 min. A corrida do gel foi realizada a 160V por 1 hora,
utilizando-se o tampéo Tris-Glicina (25mM Tris; 250mM Glicina; 1% SDS — pH 8,2).

Para o Western Blot, o gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose,
com tampdo de transferéncia (24mM Tris, 193mM Glicina, 20% Metanol) pelo sistema
semi-dry por 45 minutos, a 15V. A membrana foi blogqueada com tampdo de
bloqueio (5% leite desnatado Molico e 0,05% Tween-20 em PBS) por 1 hora em
agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida, os anticorpos primarios foram
diluidos em tampdo de bloqueio nas seguintes diluicdes 1:1.000 anti-NLRP3;
1:10.000 anti-PARP1; 1:500 anti-PPAR-y; 1:20.000 anti-GAPDH e 1:20.000 anti-Bactina e
incubados com a membrana overnight, a 4°C. Depois, as membranas foram lavadas
trés vezes por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em PBS e incubadas com os
anticorpos secundarios conjugados a HRP diluidos 1:5.000 em solucédo de bloqueio
por 1 hora sob agitacdo, a temperatura ambiente.

Apbés a incubagdo com anticorpo secundario as membranas foram lavadas
trés vezes por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em PBS e reveladas utilizando 1ml

LTM

de cada solucdo do kit Amershan EC Prime Western Blotting Detection Reagent, por

5 minutos.

2.10. Marcagéo intracelular de PPAR-y

As células LNCaP e DU145 foram adicionadas a placas de 12 pocos em
quantidades de 1x10° e 8x10* células por poco, respectivamente. Ap6s 24 horas de estimulo
as celulas foram transferidas para tubos tipo eppendorf e centrifugadas por 5 min, a 300g. O
sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em 1ml de PBS, e novamente
centrifugadas por 5 min, a 300g. Apos a lavagem e o descarte do sobrenadante, as células
foram fixadas em 100ul de formaldeido 3,7% por 10 min, a temperatura ambiente. Depois
de fixadas as células foram centrifugadas por 5 min, a 300g e lavadas em 150ul de PBS.
Apos a lavagem, o pellet foi ressuspendido em 150 pul de tampdo de permeabilizacdo (0,5%
de Saponina em PBS) e incubados por 15 min, a temperatura ambiente. Os tubos foram
novamente centrifugados por 5 minutos, a 300g e lavados em 150 pl de tampdo de

permeabilizacdo. Essa etapa foi repetida mais duas vezes. As células foram entdo

24



ressuspendidas e incubadas no escuro com o anticorpo primario de PPAR-y conjugado a
FITC diluido 1:200 em 50ul tampédo de permeabilizacdo, por 30 minutos a temperatura
ambiente. Ap0s a incubacéo as células foram novamente lavadas por trés vezes em 150ul
de tampdo de permeabilizacdo. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 800l de PBS e levadas para analise por citometria de fluxo.

No citdmetro de fluxo, apds a determinacdo do gate,10.000 eventos foram adquiridos no
canal FL1H. Como controle, as células foram marcadas com o isotipo do anticopo
conjugado a FITC.

2.11. Avaliacao da producéo de espécies reativas de oxigénio por microscopia confocal

As células LNCaP e DU145 foram adicionadas a placas de 24 pocos contendo
laminulas de microscopia no fundo dos pocos, em quantidades de 5x10* e 3x10* células
por poco, respectivamente. Ap6s as 24h de estimulacéo, o reagente CellRox™ Deep Red
foi adicionado ao meio de cultura a uma concentracao final de 5uM e as células foram
incubadas por 30 min a 37°C. Apoés a incubacdo o meio de cultura foi retirado e 0s pogos
foram lavados trés vezes com 500ul PBS 1x por 5 min. As células foram fixadas com
200pl de formaldeido 3,7% por 15 min. Outras trés lavagens de 5 min. com 500ul de PBS
1x foram feitas ap0s a fixacdo. Para a marcacdo do nucleo, as células foram incubadas com
200ul de DAPI 300nM por 7 min, a temperatura ambiente. Os pocos foram lavados mais
trés vezes com 500ul PBS 1x por 5 min.

As laminulas foram montadas utilizando o meio de montagem anti-decaimento de
fluorescéncia ProLong Gold e armazenadas em freezer -20°C. A analise foi feita em

microscopio confocal de varredura a laser.
2.12. Analises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram feitas com teste ANOVA e pds-teste Bonferroni

ou Dunnet. Foram considerados significativos os valores de p menores que 0,05%.
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3. RESULTADOS

3.1. Andlise da secrecdo das citocinas IL-1p, IL-6 € TNF-a, pelas linhagens DU145 e
LNCaP apos estimulo pro-inflamatério.

IL-1B, IL-6 e TNF-a sao citocinas secretadas mediante um estimulo pro-
inflamatorio. A secrecdo dessas citocinas pelas linhagens tumorais de préstata DU145 e
LNCaP foi avaliada 24h apds estimulo inflamatorio.

As citocinas IL-1pB, IL-6 e TNF-o ndo foram detectadas em ambas as linhagens de
cancer de préstata apos estimulo inflamatério direto. Entretanto, elas foram observadas
apos os estimulos com os sobrenadantes de PBMC tratados com LPS e/ou LPS + ATP,
como pode ser observado na Figura 5. Como controles dos experimentos, foram
quantificados também os sobrenadantes do PBMC tratado ou ndo tratado e que ndo foram
transferidos para as células, permanecendo em cultura até o fim do experimento. Sendo
assim, os niveis de citocina encontrados nos sobrenadantes das células das linhagens
celulares de cancer de prostata apds os estimulos inflamatérios foram comparados com os
niveis de citocinas secretadas pelas células de PBMC. A comparacdo foi realizada para
verificar o nivel de secrecdo que se refere apenas as células de cancer de prostata.

O cultivo das células de cancer de prostata na presenca do sobrenadante de PBMC
tratado com LPS induziu um aumento significativo de secrecdo de IL-1B em ambas as
linhagens (Figura 5A e 5D). Apenas a linhagem DU145 estimulada com o sobrenadante de
PBMC tratado com LPS + ATP apresentou niveis significativos de secre¢do de IL-1
(Figura 5A). Em nenhuma das linhagens celulares houve inducdo de secrecdo de IL-1f3
quando estimuladas com LPS apenas ou LPS + ATP. As células DU145 apresentaram uma
maior secregéo de IL-1p quando comparadas com as células LNCaP e essa diferenga foi
significativa para todos os pontos em que a presenca de IL-1p foi detectada.

De forma similar, a secre¢do de IL-6 ndo foi induzida com a estimulagdo das
linhagens DU145 e LNCaP com LPS ou LPS + ATP (Figura 5B e 5E). No entanto, embora
os niveis de IL-6 detectados nas linhagens DU145 e LNCaP tenham sido similares quando
as células foram cultivadas com sobrenadante de PBMC, apenas a linhagem DU145 quando

estimulada pelo sobrenadante de PBMC tratado com LPS apresentou um aumento
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significativo de secrecdo de IL-6 em relacdo ao nivel basal no sobrenadante do PBMC
(Figura 5B e 5E).

As células DU145 e LNCaP ndo apresentaram inducdo de secrecdo de TNF-a
quando estimuladas com LPS ou LPS + ATP (Figura 5C e 5F). Da mesma forma, ndo pode
ser detectado a secrecdo de TNF-a nas celulas do cancer de préstata DU145 e LNCaP
estimuladas com os sobrenadantes de PBMC tratados ou nd&o com LPS ou LPS + APT.
(Figura 5C e 5F).
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Figura 5. Andlise da secregdo das citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a pelas linhagens DU145 e LNCaP apos
estimulo pré-inflamatério. Niveis de secre¢do das citocinas IL-1B (A e D), IL-6 (B e E) e TNF-a (C e F)
pelas linhagens DU145 (A, B e C) e LNCaP (D, E e F), ndo estimuladas (NE) ou ap6s estimulo pro-
inflamatorio: LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC;
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com
LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). Os pontos PBMC, PBMC LPS e PBMC LPS + ATP foram
dosados diretamente da cultura de PBMC. A quantificacdo foi realizada por ensaio de ELISA com
sobrenadantes coletados 24h apds a adi¢do dos estimulos inflamatérios a cultura de DU145 e LNCaP.
Gréaficos de experimentos em triplicata, representativos de trés repeticdes experimentais; concentracao
demonstrada em pg/ml. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, Pos-teste Bonferroni. *P<0,05,
**P<0,005, *** P<0,0005.

28



3.2. Avaliacéo do ciclo celular das linhagens tumorais de prostata DU145 e LNCaP

apos estimulo proé-inflamatorio.

Células tumorais apresentam uma taxa de divisdo acelerada decorrente de uma
desregulacdo nas vias de controle do ciclo celular. Para avaliar a influéncia do
microambiente inflamatdrio nesse processo, as alteracdes no ciclo celular das linhagens de
cancer de préstata DU145 e LNCaP foram analisadas na presenca e auséncia de estimulos
inflamatorios.

As células DU145 apresentaram uma porcentagem similar de células nas trés fases
do ciclo celular (GO/G1, S e G2) ap6s estimulos inflamatérios (Figura 6A). No entanto, as
amostras tratadas com o sobrenadante de PBMC estimulado com LPS + ATP apresentaram
uma diminuicéo significativa na porcentagem de células em G0/G1 e consequente aumento
na porcentagem de células na fase S (Figura 6A).

Apos o estimulo inflamatdrio, as células LNCaP, quando comparadas as células
ndo estimuladas, ndo apresentaram nenhuma mudancga significativa na porcentagem de
células observadas em cada fase do ciclo celular (Figura 6B). No entanto, notou-se uma
diminuicdo na fase S e aumento na fase GO/G1 nos pontos estimulados com LPS, Sob.
PBMC e Sob. PBMC LPS. Por outro lado, o ponto estimulado com Sob. PBMC tratado
LPS + ATP apresenta uma diminuicdo na fase GO/G1 e aumento na fase S. Apesar da

identificacdo destas pequenas variacBes, nenhuma delas apresentou significancia estatistica.
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Figura 6. Avaliacdo do ciclo celular das linhagens tumorais de préstata DU145 e LNCaP apés estimulo
pré-inflamatério. As linhagens de cancer de préstata DU145 (A) e LNCaP (B), 24h apds serem estimuladas
ou ndo estimuladas, foram avaliadas por marcacdo com Pl em citometria de fluxo quanto & porcentagem de
células nas fases do ciclo celular GO/G1, S e G2. Os estimulos utilizados foram: LPS (1pg/ml, overnight);
LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado
com LPS (1pg/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP
(5mM, 1h). As analises foram realizadas na plataforma de ciclo celular do programa FlowJo. Graficos
representativos de trés experimentos independentes em monoplicata. Os dados foram analisados pelo teste
ANOVA, pos-teste Bonferroni, *P<0,05.
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3.3. Estimulos proé-inflamatorios levam a fragmentacdo nuclear nas células das

linhagens de cancer de prostata DU145 e LNCaP.

A fragmentacdo nuclear € um fenbmeno que ocorre durante o0 processo de morte
celular por apoptose ou piroptose. Células das linhagens LNCaP e DU145 foram avaliadas
quanto a fragmentacdo nuclear apds estimulo inflamatdrio.

Todos os estimulos inflamatorios levaram a fragmentacdo nuclear nas células
DU145 e LNCaP (Figura 7). No entanto, apenas as células tratadas com sobrenadante de
PBMC estimulados com LPS e LPS + ATP levaram a uma porcentagem significativa de
fragmentacdo nuclear em células LNCaP enquanto em células DU145, a porcentagem de
fragmentacdo nuclear s6 foi significativa quando as células foram estimuladas com o meio
de PBMC tratado com LPS + ATP.
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Figura 7. Estimulos pro-inflamatérios levam a fragmentacdo nuclear nas células das linhagens de
cancer de prostata DU145 e LNCaP. Avaliagdo da fragmentacdo nuclear por marcacdo com Pl em
citometria de fluxo, nas células DU145 e LNCaP ndo estimuladas (NE) ou apés os estimulo pré-inflamatérios
LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante
de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pug/ml,
overnight) + ATP (5mM, 1h). As analises foram realizadas 24h apds estimulo. Os dados foram normalizados
a partir das células ndo estimuladas. Gréafico referente a trés experimentos independentes, em monoplicata. Os
dados foram analisados pelo teste ANOVA, pds-teste Dunnet, ** P<0,005 *** P<0,0005.
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3.4. Estimulo inflamatério leva a diminuicdo da proliferacdo celular nas células da

linhagem de cancer de préstata LNCaP mas néo na linhagem DU145.

Por meio da marcacdo intracelular com CFSE e analise da porcentagem de células
progenitoras, foram avaliados os efeitos na proliferacdo celular das células DU145 e
LNCaP apds 24h de estimulo inflamatdrio.

As celulas DU145 ndo apresentaram nenhuma mudanca na proliferagdo celular ap6s
estimulo inflamatério (Figura 8A). Apds 24h de estimulo, observa-se quase 100% de
células progenitoras no ponto nao estimulado, indicando que toda a populacdo inicial de
celulas ja sofreu divisdo. Essa ocorréncia tambem é observada nas células que receberam o
estimulo.

Em contraste, as células LNCaP apresentaram uma pequena mas significativa
diminuicdo da proliferacdo celular apds todos os estimulos inflamatorios utilizados (Figura
8B), quando comparados com a porcentagem de células progenitoras das células ndo
estimuladas. Ap6s 24h, observa-se aproximadamente 70% de células progenitoras no
controle ndo estimulado e cerca de 55% de células progenitoras apds os estimulos

inflamatdrios, indicando uma diminuicdo de 15% na proliferacéo celular.
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Figura 8. Estimulo inflamatério leva a diminuicéo da proliferacao celular nas células da linhagem de
cancer de prdéstata LNCaP, mas nao na linhagem DU145. A porcentagem de células progenitoras nas
linhagens DU145 (A) e LNCaP (B) foi avaliada apds 24h de estimulo inflamatorio por meio de marcagdo com
CFSE por citometria de fluxo, sendo estes, o LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP
(5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) e
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As anélises foram
realizadas na plataforma de proliferagdo celular do programa FlowJo. Gréficos representativos de trés
experimentos independentes em monoplicata. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, pds-teste
Dunnet, ** P<0,005.
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3.5. Expressdo das proteinas NLRP3, PPAR-y, PARP1 clivada nas células das
linhagens de cancer de prostata DU145 e LNCaP.

A expressdo da proteina PPAR-y nas células DU145 e LNCaP foi analisada, por
citometria de fluxo, ap6s estimulo inflamatdrio por meio de marcagdo intracelular com
anticorpos conjugados fluorescentes. Em ambas as linhagens celulares, foram observadas
pequenas variaches na expressdo da proteina PPAR-y ap6s estimulo inflamatorio (Figura
9). Especialmente no ponto LPS + ATP, onde houve uma tendéncia ao aumento de
expressao de PPAR-y nas células LNCaP, e no ponto Sob. PBMC LPS + ATP, em que a
DU145 indicou uma diminuicdo na expressdo dessa proteina. No entanto, quando

comparadas com as células ndo estimuladas, essas variacdes ndo foram significativas.
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Figura 9. Expressdo de PPAR-y nas linhagens de cancer de prostata DU145 e LNCaP apds estimulo
inflamatorio. As células DU145 e LNCaP foram marcadas com anticorpo anti- PPAR-y conjugado a FITC e
analisadas por citometria de fluxo, apds 24h de estimulo inflamatdrio. Os estimulos utilizados foram: o LPS
(1pg/ml, overnight); LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml,
overnight) + ATP (5mM, 1h). O gréfico apresenta as médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) detectadas
para cada ponto de estimulo em ambas as linhagens. Gréaficos representativos de trés experimentos
independentes em monoplicata. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, pés-teste Dunnet.
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A expressao das proteinas NLRP3, PPAR-y e PARPI clivada foi avaliada apds
estimulos inflamatorios por meio de Western Blot. Os dados foram mensurados por
densitometria para obtencdo dos indices quantitativos.

Uma vez que foi observada a secrecdo da citocina IL-1p, verificou-se a expressao
do receptor NLRP3, o qual participa da maturacdo e secrecdo dessa proteina, e que €
estimulada por agonistas como LPS + ATP. As células DU145 apresentam uma expressdo
basal dessa proteina e quando estimuladas diretamente com LPS, exibiram uma expressao
de 0,95 vezes, e de 0,88 vezes quando estimuladas com LPS + ATP, quando comparadas as
ceélulas ndo estimuladas. As células tratadas indiretamente com o sobrenadante de PBMC
estimulado apresentaram um aumento na expressdao de NLRP3. As células tratadas com
Sob. PBMC exibiram um aumento na expressdo de NLRP3 de 1,51 vezes, enquanto as
estimuladas com Sob. PBMC LPS e Sob. LPS + ATP aumentaram em 1,2 e 3,46 vezes,
respectivamente (Figura 10). As células LNCaP apresentaram um aumento mais
significativo na expressdo de NLRP3 apos estimulo direto com LPS + ATP e com o Sob.
PBMC LPS correspondendo a 3,72 e 2,38 vezes respectivamente. No entanto, quando
estimuladas diretamente com LPS apresentaram um aumento de 1,38 vezes e ap0s estimulo
com Sob. PBMC LPS + ATP um aumento de 1,37 vezes. Apenas quando estimuladas com
Sob. PBMC as celulas LNCaP apresentaram uma discreta diminuicdo de 0,94 vezes (Figura
11).

As células DU145 (Figura 10) apresentaram uma variacao pequena na expressao de
PPAR-y ap6s estimulo inflamatdrio quando comparadas as células ndo estimuladas. Apds
os estimulos LPS, LPS + ATP, Sob. PBMC e Sob. PBMC LPS observou-se uma
diminuicdo na expressdo de 0,94; 0,94; 0,74 e 0,91 vezes em relacdo as células nédo
estimuladas, respectivamente. As células tratadas com Sob. PBMC LPS + ATP
apresentaram um aumento de 1,11 vezes na expressao desta proteina. As células LNCaP
apresentaram uma variagdo menos evidente na expressdao de PPAR-y de 1,02 vezes nas
celulas estimuladas com LPS, 0,95 nas estimuladas com LPS + ATP , 0,98 Sob. PBMC,
0,95 Sob. PBMC LPS e 0,91 Sob. PBMC LPS + ATP em relagdo as ndo estimuladas
(Figura 11).

A proteina PARP1 ,quando clivada, participa nas vias de morte celular por apoptose

ou piroptose. Avaliou-se a clivagem dessa proteina apds os estimulos inflamatorios,
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comparando com a expressdo observada nas células ndo estimuladas. As células DU145,
quando estimuladas, apresentaram diferentes niveis de clivagem. As células estimuladas
com LPS, LPS + ATP e Sob. PBMC apresentaram uma diminuicdo na clivagem de 0,49;
0,49 e 0,52 vezes, respectivamente. No entanto, observou-se um aumento na clivagem de
PARP1 quando as células foram estimuladas com Sob. PBMC LPS e Sob. PBMC LPS +
ATP, que correspondeu a 15,9 e 6,0 vezes, respectivamente (Figura 10). As células LNCaP
apresentaram uma diminui¢do na clivagem de PARP1 quando estimuladas com LPS, Sob.
PBMC e Sob. PBMC LPS + ATP, correspondendo a 0,44; 0,37 e 0,77 vezes,
respectivamente. Observou-se aumento na clivagem de PARP1 nas células LNCaP de 1,34
vezes apds estimulo com LPS + ATP e de 1,22 vezes apds estimulo com Sob. PBMC LPS
(Figura 11).
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Figura 10. Expressdo das proteinas NLRP3, PPAR-y e PARPI1 clivada nas células da linhagem DU145.
Western blot dos lisados proteicos das células DU145 ndo estimuladas (NE) ou apds os estimulos LPS
(1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml,
overnight) + ATP (5mM, 1h). Marcages das proteinas NLRP3 (118kDA), PPAR-y (54kDa), PARP1 (89kDa)
e a B-actina (42kdA) que foi utilizada como controle endégeno. As bandas foram normalizadas com as do
controle enddgeno e depois comparadas com o controle ndo estimulado definido como 1,0.
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Figura 11. Expressdo das proteinas NLRP3, PPAR-y e PARP1 clivada nas células da linhagem LNCaP.
Western blot dos lisados proteicos das células DU145 ndo estimuladas (NE) ou apds os estimulos LPS
(1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml,
overnight) + ATP (5mM, 1h). Marcac@es das proteinas NLRP3 (118kDA), PPAR-y (54kDa), PARP1 (89kDa)
e a B-actina (42kdA) que foi utilizada como controle endégeno. As bandas foram normalizadas com as do
controle endégeno e depois comparadas com o controle ndo estimulado definido como 1,0.
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3.6. Avaliacdo da producao de espécies reativas de oxigénio nas linhagens DU145 e

LNCaP apds estimulo inflamatorio.

A liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada por meio de
marcacdo de fluorescéncia com o objetivo de verificar se o estimulo inflamatorio modula
esse processo.

As células DU145, mesmo sem receber estimulo algum, ja apresentam espécies
reativas de oxigénio em niveis basais (Figura 12). No entanto, quando sdo estimuladas com
LPS, LPS + ATP, Sob. PBMC com LPS e Sob. PBMC LPS + ATP, observa-se um
aumento nas espécies reativas de oxigénio liberadas no citoplasma. Esse aumento ndo é
observado quando as células séo estimuladas com o Sob. PBMC e o0s niveis permanecem
bem similares aos observados nas células ndo estimuladas (Figura 12).

Assim como as células DU145, as células LNCaP ndo estimuladas também
apresentaram espécies reativas de oxigénio basais (Figura 13). Os estimulos LPS, Sob.
PBMC, Sob. PBMC LPS e Sob. PBMC LPS + ATP levaram a um aumento na liberacéo de
espécies reativas de oxigénio. As células estimuladas com LPS + ATP, no entanto,
apresentaram uma maior quantidade de ROS que as células ndo estimuladas, porém

inferiores aos demais estimulos inflamatérios.
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Figura 12. Avaliacio de espécies reativas de oxigénio na linhagem DU145 apds estimulo inflamatorio.
Células DU145 marcadas em vermelho indicam as espécies reativas de oxigénio (ROS) marcadas com
CellROX na primeira coluna. Células marcadas com DAPI em azul indicam o nucleo na segunda coluna e na
terceira coluna observa-se a sobreposi¢do das imagens. Nas linhas, estdo as imagens das células nao
estimuladas (NE) ou estimuladas com LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h);
Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) e Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As analises foram feitas 24h apds os
estimulos.

Sob. PBMC
LPS + ATP

Hm 75
pm 75
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Figura 13. Avaliagdo de espécies reativas de oxigénio na linhagem LNCaP ap6s estimulo inflamatério.
Células LNCaP marcadas em vermelho indicam as espécies reativas de oxigénio (ROS) marcadas com
CellROX na primeira coluna. Células marcadas com DAPI em azul indicam o nucleo na segunda coluna e na
terceira coluna observa-se a sobreposicdo das imagens. Nas linhas, estdo as imagens das células ndo
estimuladas (NE) ou estimuladas com LPS (1ug/ml, overnight); LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h);
Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As analises foram feitas 24h apds os
estimulos.
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3.7. Mudancas no fenotipo CD44/CD24 das linhagens DU145 e LNCaP ap0os estimulo

inflamatorio.

Apdbs 24h de estimulos inflamatorios, foi determinada a porcentagem de células para
cada fendtipo CD44/CD24 nas linhagens celulares DU145 e LNCaP. O fenotipo
CD44%/CD24 é associado a populacio de células tronco tumorais.

As células DU145 ndo estimuladas apresentaram uma porcentagem média de 5% de
células tronco tumorais (Tabela 1). Apds o estimulo com LPS, a porcentagem de células
CD44%/CD24" se manteve em 5%, enquanto os estimulos LPS + ATP e Sob. PBMC
levaram a um pequeno aumento para 7,0 + 0,333% e 8,0 + 0,666%, respectivamente. No
entanto, as células estimuladas com Sob. PBMC LPS e Sob. PBMC LPS + ATP
apresentaram aumentos significativos na porcentagem de células tronco tumorais. As
células estimuladas com Sob. PBMC LPS apresentaram 14,0 + 2,028% de células
CD447/CD24 e as células estimuladas com Sob. PBMC LPS + ATP apresentaram 11,0 +
1,202% (Tabela 1).

Por outro lado, as células LNCaP ndo apresentaram niveis detectaveis de células
tronco tumorais CD44/CD24  (Tabela 2). Ap6s os estimulos pré-inflamatérios, ndo houve
mudancga na populacdo de células tronco tumorais, que permaneceu nula. Entretanto,
quando comparadas com as células ndo estimuladas, foram observadas modificacdes em
outros tipos de fendtipo celular para estes mesmos marcadores. Foi identificado um
aumento para 19,0 + 5,000% na populacio de células com fenétipo CD447/CD24% e 11,0 +
1,000% na populagéo de células com fend6tipo CD447/CD24", ap6s o estimulo com LPS e
ATP.
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Tabela 1. Mudangas no fendtipo CD44/CD24 das células da linhagem DU145 apds estimulo

inflamatdrio.

DU145 CD44%/CD24 CD447/CD24" CD44/CD24"  CD44/CD24
5,0+0,577 1,0+ 0,333 1,0+ 0,333 93,0 £ 0,577

5,0 £ 0,000 1,0+ 0,333 1,0+ 0,333 93,0 £ 0,577

7,0 £0,333 1,0 £ 0,000 2,0£0,577 90,0 + 0,881

8,0 + 0,666 1,0 £ 0,000 1,0+ 0,333 90,0 + 0,881

14,0 £ 2,028*** 1,0 £ 0,000 2,0+0,333 84,0 + 2,028

11,0 + 1,202** 1,0 £ 0,000 1,0 £ 0,000 87,0 £1,202

Tabela mostrando a média = erro padrdo da porcentagem de células DU145 ndo estimuladas (NE) e
estimuladas com LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de
PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC
estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h), para cada fendtipo CD44/CD24. Valores
referentes a trés experimentos independentes em monoplicata. ANOVA, pdés-teste Dunnet, ** P<0,005 , ***
P<0,0005.

Tabela 2. Mudangas no fenotipo CD44/CD24 das células da linhagem LNCaP apds estimulo

inflamatorio.
LNCaP CD447/CD24 CD44%/CD24" CD44/CD24" CD44'/CD24
0,0 £ 0,000 0,5+ 0,500 1,5+ 0,500 98,0 + 0,000
0,0 £ 0,000 0,5+ 0,500 2,0 £0,000 97,5+ 0,500
0,0 £ 0,000 19,0 £5,000** 11,0 + 1,000** 70,0 = 4,000
0,0 £ 0,000 1,5+ 0,500 3,5%2,500 95,0 = 3,000
0,0 = 0,000 1,0 £ 0,000 4,0 = 0,000 95,0 + 0,000
0,0 = 0,000 3,5+2,500 5,5+1,500 91,0 + 4,000

Tabela mostrando a média + erro padrdo da porcentagem de células LNCaP ndo estimuladas (NE) e
estimuladas com LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de
PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de PBMC
estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h), para cada fendtipo CD44/CD24. Valores
referentes a dois experimentos independentes em monoplicata. ANOVA, pos-teste Dunnet, **
P<0,005.
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4. DISCUSSAO

A biologia tumoral ndo pode mais ser compreendida apenas pelo aspecto celular, o
microambiente tumoral e as células que formam o estroma associado ao tumor atuam
ativamente na tumorigénese, na manutencdo do tumor e na metastase. E para se chegar a
um entendimento mais amplo do cancer, todos estes elementos devem ser considerados
conjuntamente (HANAHAN e WEINBERG, 2011; SCHIAVONI, GABRIELE e MATTEI,
2013). A inflamacdo ¢ um componente do microambiente tumoral que estad presente em
quase todas as neoplasias, mesmo aquelas em que a transformacdo celular ndo esta
diretamente relacionada a um processo inflamatorio inicial (MANTOVANI et al., 2008).
Independente de seu estimulo inicial, a inflamacdo pode desencadear dano celular e
genémico, promovendo estimulo proliferativo e criando um microambiente rico em
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que estimulam a divisdo -celular,
angiogénese e reparagdo tecidual (AMES, GOLD e WILLETT, 1995; HUSSAIN,
HOFSETH e HARRIS, 2003; VIOLA et al., 2012).

O cancer de prostata também estd intimamente relacionado com a formacéo do
microambiente inflamatdrio, uma vez que a prostata é um 6rgdo extremamente susceptivel
a infeccbes (DE MARZO et al., 2007; SFANOS e DE MARZO, 2012). Além disso,
amostras histoldgicas de cancer de préstata exibem, frequentemente, lesées com infiltrados
inflamatdrios sem uma explicacdo aparente e essas lesbes normalmente estdo associadas a
uma atrofia epitelial local com atividade proliferativa aumentada em relacdo ao epitélio
normal, sendo assim denominada atrofia inflamatoria proliferativa (DE MARZO et al.,
1999).

Embora a importancia da inflamacéo no cancer de prostata esteja cada vez mais
evidente, ainda se sabe pouco sobre a dinamica entre 0 microambiente inflamatoério tumoral
e as células cancerigenas. Em nossas analises ndo foi identificada uma relagdo entre a
ativacdo inflamatoria direta sobre as células tumorais e a secre¢cdo de mediadores
inflamatdrios por estas células, sendo estes mediadores citocinas. Em ambas as linhagens
estudadas, ndo foi detectada a secrecgdo das citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a apos estimulo
inflamatdrio direto de LPS ou LPS + ATP. No entanto, é conhecido que ocorre alta
expressao do receptor TLR4 nas células de cancer de prostata (GONZALEZ-REYES et al.,
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2011), cujo ligante e ativador inflamatério € o LPS. Isso indica que pode haver algum
problema na via de sinalizagdo ativada por esse receptor. Em células de céncer de ovario
que apresentam alta expressdo de TLR4, ndo foi detectada a expressdo da proteina MyD88
que participa da cascata de sinalizacdo via TLR4 e € essencial para a sinalizacdo pro-
inflamatdria, indicando que a via de sinalizacdo ndo estava funcional (SZAJNIK et al.,
2009). Estudos similares demonstraram que linhagens de células de céncer colo retal
também apresentavam alta expressdo de TLR4, porém ndo apresentavam expressao de
CD14, uma proteina auxiliar essencial ao complexo do receptor (SIMIANTONAKI et al.,
2007). Assim como nesses outros modelos cancerigenos, moléculas acessorias a via de
sinalizacdo por LPS podem n&o estar funcionais nas células de cancer de prdstata LNCaP e
DU145.

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 através do estimulo direto de LPS + ATP
também ndo levou a secre¢do da citocina IL-1B em nenhuma das linhagens de cancer de
préstata, embora nossos resultados tenham demonstrado um aumento na expressao proteica
de NLRP3 apos estimulo com LPS e LPS + ATP em células LNCaP. Esse caso pode
indicar uma falha no processo de secre¢cdo de IL-1f ou na montagem do proprio
inflamassoma devido a auséncia de sinais importantes para esta funcdo no modelo celular
estudado. A ativagdo do inflamassoma necessita de dois sinais, o primeiro sinal leva a
expressdo de NLRP3 e da pré-IL1B e pro-1L18, o segundo sinal leva a montagem do
complexo proteico e a consequente maturacdo das citocinas IL-1p ¢ IL-18. Em nossos
ensaios o LPS atua como o primeiro sinal (SANZ e DI VIRGILIO, 2000; KAHLENBERG
et al., 2005) e o ATP ¢é utilizado como segundo sinal para ativacdo do inflamassoma
NLRP3 (MARIATHASAN et al., 2006). Como foi observado, houve o aumento na
expressao de NLRP3 apds estimulo com LPS. No entanto, como ndo observamos a
secrecdo de IL-1B ap6s o segundo sinal com ATP isso pode indicar que ocorre um ponto de
interrupgdo na sinalizagdo ou que nessas linhagens celulares o ATP ndo foi um sinal de
perigo capaz de ativar o inflamassoma.

Quando as células de cancer de préstata receberam o estimulo inflamatério indireto
por meio do sobrenadante de PBMC estimulados com LPS e LPS + ATP, foi detectado um
aumento na quantidade de IL-1B no sobrenadante, o que indica que, por estimulacdo

indireta, houve a inducdo da secrecdo dessa citocina pelas células tumorais. Dessa forma,
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embora a via de ativacdo direta do inflamassoma NLRP3 em células tumorais da prostata
n&o tenha levado a secrecdo da sua citocina chave IL-1p, essa secre¢do pode ser ativada por
outros mediadores inflamatdrios das células do sistema imune atuando de forma indireta.
No contexto da doenca, o refluxo de urina é considerado uma das causas da inflamacao
prostatica e foi demonstrado que o acido Urico pode agir como um sinal de perigo, levando
a ativacao do inflamassoma NLRP3 em células do sistema imune, resultando na liberagéo
de citocinas pré-inflamatorias (MARTINON et al., 2006) e contribuindo para a formacgéo
de um microambiente favoravel a carcinogénese. Em contraste, células de céancer de
préstata dependentes ou ndo de andrdgeno, sdo capazes de induzir secrecdo de IL-1B e IL-6
em células de PBMC, no entanto, essa secre¢do s6 ocorre quando ha ligacdo célula-célula
(SALMAN et al., 2012).

A secrecdo de IL-6 foi observada apenas na linhagem androgeno independente
DU145 apds estimulo com o sobrenadante de PBMC tratado com LPS. Amparando 0s
resultados encontrados, sabemos que ha atividade transcricional de IL-6 em células
androgeno independentes como a DU145 (TINDALL et al., 2012) e ja foi relatado também
que células de cancer de prostata andrégeno independentes secretam mais IL-6 do que as
células androgeno sensiveis (CHUNG et al., 1999).

Alta expressdo de TNF-a em células de cancer de prostata tem sido correlacionada
com aumento na proliferacdo celular, angiogénese, metastase e até mesmo com mudancas
na resposta ao tratamento com agentes quimioterapicos (BOURAOUI et al., 2008). No
entanto, no modelo estudado ndo foi observada a secrecdo de TNF-a apds as 24h de
estimulo inflamatério nas linhagens DU145 e LNCaP. Em conjunto, esses dados reforcam a
importéncia da relacdo entre o estroma tumoral e as células cancerigenas por meio da
comunicagdo por mediadores inflamatérios.

Células LNCaP apresentaram uma diminuic¢éo na proliferacdo celular apds estimulo
inflamatdrio, enquanto as células DU145 nédo exibiram mudancas no perfil de proliferacao
celular. J& foi demonstrado que IL-1B promove diminuigcdo na proliferacdo celular das
células LNCaP (ABDUL e HOOSEIN, 2000; BOURAOUI et al., 2008). Também ja foi
demonstrada uma diminuicdo na proliferacdo de células andrdgeno sensiveis, promovida
pela secrecdo de IL-1p por mondcitos, além de uma reducdo nos niveis de PSA e de AR

(CULIG et al., 1998). Bouraoui e colaboradores (2008) demonstraram que IL-1p promove
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diminuicdo na proliferacdo mediante superexpressdo de NF-kB (p65), e esta supressdo €
dose dependente. Em contraste, ja foi demonstrado que IL-6 pode levar a um aumento de
proliferacdo celular nas células de cancer de prostata LNCaP e DU145 (DE MARZO et al.,
1999; DE MARZO et al., 2007). Embora mudancas na proliferacdo celular tenham sido
observadas, ndo houve mudancas significativas nas fases do ciclo celular das células
LNCaP. As células DU145 apresentaram uma retencéo na fase S quando estimuladas com o
sobrenadante de PBMC tratado com LPS + ATP. A retencdo na fase S pode indicar
problemas na etapa de sintese do material genético ou dano no material genético o que ativa
0 ponto de checagem desta fase até que o DNA seja reparado.

Os nossos resultados mostraram pequenas variagdes na expressédo de PPAR-y, em
ambas as linhagens tumorais estudadas. No entanto, nenhuma das variagdes observadas
foram estatisticamente significativas. Em nosso modelo de estudo também ndo foram
identificadas qualquer ligacdo entre a expressdo de PPAR-y e a proliferacdo celular. A
proliferacdo celular se manteve estavel em DU145, enquanto que nas células LNCaP foi
observada uma leve diminuigdo da proliferagdo. Uma vez que ndo houve modulacdo do
PPAR-y em nosso modelo experimental a relacdo entre proliferacdo e expressdo de PPAR-y
ndo pdde ser estabelecida. Essa modulacdo pode estar sendo inibida por vias de sinalizacao
upstream ao PPAR-y. Foi demonstrado que a ativacdo de PPAR-y em células de cancer de
prostata pelo ligante R-etodolac, uma droga anti-inflamatéria, € dependente da presenca de
inibidores de HER2, indicando que a ativacdo da via de HER2 pode estar levando a
degradacdo de PPAR-y antes que a via possa ser ativada (HEDVAT et al., 2004). Outro
estudo demonstrou também, que a ativacdo de PPAR-y esta inibida pela presenca de
histonas deacetilases (HDAC) em células de cancer de prostata DU145, LNCaP e PC3 e
que o tratamento com agonistas de PPAR-y e inibidores de HDAC levam a uma diminui¢ao
da proliferacdo celular e também uma diminuicdo na invasibilidade com aumento da
expressdo de E-caderina na linhagem celular PC3 (ANNICOTTE et al.,, 2006). Em
associacdo, estudos realizados com as linhagens de cancer de prostata DU145, PC-3 e
LNCaP e de céancer de bexiga TSU-Prl, TSU-Prl-B1, TSU-Prl-B2, indicam que a
diminuicédo da proliferacdo apds ativagdo de PPAR-y por agonistas como glitazonas, ocorre
de forma independentemente de PPAR-y (CHAFFER et al., 2006). Estudo adicionais com

este modelo deverdo ser executados para se obter uma concluséo acerca desta relacéo.
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Mediante estimulo pré-inflamatorio, foi observado também um aumento da
fragmentacdo do material genético nas linhagens DU145 e LNCaP, especialmente nos
pontos estimulados com os sobrenadantes de PBMC tratados com LPS ou LPS + ATP. O
fendmeno de condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear ocorre durante 0s
processos de morte celular por apoptose ou piroptose (STRASSER, O'CONNOR e DIXIT,
2000; FINK e COOKSON, 2006). Sendo assim, foram analisadas algumas caracteristicas
que pudessem elucidar o processo pelo qual a fragmentacdo nuclear estava ocorrendo. Uma
vez que observamos a secrecdo da citocina IL-1P nas linhagens de cancer de prostata, foi
avaliada a expressdo do complexo proteico responsavel pela maturacdo e secrecdo dessa
citocina, o inflamassoma (MARTINON, BURNS e TSCHOPP, 2002). Para isso, foi
avaliada a expressdo do receptor NLRP3 um dos componentes dos inflamassoma NLRP3,
que € o mais discutido na literatura cientifica e que pode ser ativado pelo conjunto de sinais
LPS + ATP (MARIATHASAN et al., 2006).

Nas células DU145 apds o estimulo com os sobrenadantes de PBMC tratados ou
ndo, foi observado um aumento na expressdo de NLRP3, indicando que esse inflamassoma
pode ser o responsavel pela maturacdo e secre¢do da citocina IL-1B nesta linhagem. A
expressao de componentes do inflamassoma NLRP3 em céancer de figado foi investigada e
demonstrou uma correlacdo entre a progressdo tumoral e a diminuigdo da expressao dos
componentes do inflamassoma, indicando um papel protetor nesse modelo (WEI et al.,
2014). No entanto, pouco se sabe sobre a expressao e ativacdo do inflamassoma em células
cancerigenas. Ndo se pode determinar exatamente quais as moléculas presentes no
sobrenadante inflamatorio que podem estar levando a ativacdo do inflamassoma NLRP3,
mas pode-se avaliar como essa ativacdo pode ocorrer. Por isso, a liberagdo de espécies
reativas de oxigénio em ambas as linhagens foi avaliada. Observou-se entdo, que na
linhagem DU145 ocorreu um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio apos
os estimulos inflamatorios, o que indica que a ativacdo de NLRP3 nessa linhagem pode
estar ocorrendo devido a liberacdo de ROS, mediante aumento da expressdo do receptor
NLRP3 e consequente secrecdo de IL-1B. Foi demonstrado que na ativagcdo de NLRP3
mediada por ROS, a mitocéndria é a principal fonte de producdo de ROS (NAKAHIRA et

al., 2011; ZHOU et al., 2011). Nesse contexto, ja foi evidenciado também que inibidores de
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producdo de ROS via mitocondria (NAKAHIRA et al., 2011) e o bloqueio da respiracdo
celular levam a uma diminuigéo na ativacdo de NLRP3.

O mesmo parece estar ocorrendo com linhagem LNCaP, uma vez que detectamos
aumento da expressao de NLRP3 e ROS, apo6s estimulo inflamatorio. Agonistas de NLRP3
levam a liberacdo de espécies reativas de oxigénio promovendo a ativacdo do inflamassoma
(CRUZ et al., 2007; CASSEL et al., 2008; DOSTERT et al., 2008).

Um dos eventos ligados aos processos de morte celular por apoptose ou piroptose, é
a clivagem da proteina PARP1 em um fragmento de 89kDa (STRASSER, O'CONNOR e
DIXIT, 2000; MALIREDDI et al., 2010). A presenca da proteina PARP1 clivada foi
analisada para as linhagens estudadas. Nas células DU145 foi observado um aumento de
PARP1 clivada apds o estimulo de PBMC tratados com LPS e LPS + ATP. Em conjunto
com o aumento da expressdo de NLRP3 apds os mesmo estimulos, estes dados sugerem
que a fragmentacdo do material genético observada nestas amostras pode estar ocorrendo
via piroptose. A morte celular por piroptose ja foi relacionada a infeccdo por HIV
(DOITSH et al., 2014), inalagdo de particulas de carbono (REISETTER et al., 2011) e
também a casos de imunossupressdo apds tratamentos quimioterapicos e infeccdes virais
(MASTERS et al., 2012). No entanto, ndo existem registros da ligacao direta entre o cancer
e a piroptose.

As células da linhagem LNCaP apresentaram uma variagdo na presenca de PARP1
clivada em relacdo a expressao de NLRP3. Alguns estudos demonstraram que nem sempre
a clivagem de PARP1 é necessaria durante a piroptose (CHEN et al., 1996; FINK e
COOKSON, 2006). Embora, a clivagem de PARP1 também ocorra durante a apoptose, esse
tipo de morte celular ndo é inflamatdria e ndo esta relacionada com a producéo e secrecao
de IL-1B uma vez que ndo ha envolvimento da ativacdo do sistema imune e de caspasel
(MIAO, RAJAN e ADEREM, 2011), diferente do que foi observado em nossos ensaios.

Leucdcitos presentes no microambiente inflamatdrio de céncer de prostata
apresentam uma maior expressao de caspasel (KHAMIS et al., 2010), o que indica uma
pré-disposicdo do microambiente inflamatorio tumoral a ativagdo do inflamassoma levando
a secrecdo de mediadores inflamatérios. Apds a formacdo do inflamassoma ocorre a
ativacdo da caspasel que leva a maturagdo das citocinas IL-1B e IL-18. As citocinas

maturadas, assim como a caspase 1, sdo secretadas. Embora tenha sido demonstrada uma
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diminuicdo na expressdo de caspasel e 3 nas células de cancer de préstata DU145 , LNCaP
e PC3 (WINTER et al., 2001), observou-se a secrecdo de IL-1pB nas linhagens DU145 e
LNCaP, indicando a presenca e ativacdo de caspasel (MIAO, RAJAN e ADEREM, 2011).
Foi demonstrado também que as linhagens de cancer de prostata DU145, LNCaP e PC3
produzem a citocina IL-18, o que reforca que tais células podem ativar caspasel, e que seu
receptor IL-18R é expresso nas células androgeno independentes DU145, mas esta ausente
nas células andrdgeno sensiveis LNCaP (LEBEL-BINAY et al., 2003).

A proteina NLRP3 em sua forma ativada requer a presenca da proteina adaptadora
ASC para a formacéo do inflamassoma a ativacéo de caspasel. Sabe-se que a proteina ASC
é normalmente expressa na linhagem DU145 e metilada na linhagem LNCaP (DAS et al.,
2006). No entanto, a superexpressdo de ASC ja foi relacionado a um aumento na
fragmentacdo nuclear e diminuicdo na proliferacdo da linhagem de células cancerigenas
embrionarias do rim (293) (MCCONNELL e VERTINO, 2000).

No entanto, ndo fica claro o papel da inflamagdo sobre a manutengdo do estado
tumoral e seus agravos como o estabelecimento de metéastases. Sendo assim, avaliamos o
perfil de células tronco tumorais das linhagens de cancer de préstata DU145 e LNCaP em
busca de uma relacdo entre o estimulo inflamatorio e esta importante propriedade fenotipica
do céncer. As células tronco tumorais da prostata vem sendo caracterizada com uma
pequena sub-populagdo com capacidade de autorenovacdo e diferenciacdo, por isso
possuem papel definidor na recorréncia do cancer de préstata apos tratamento (JORDAN,
GUZMAN e NOBLE, 2006; POLYAK e HAHN, 2006; AL-HAJJ, 2007). O fendtipo
CD44%/CD24- vem sendo utilizado como uma das caracteristicas da populacio de células
tronco tumorais da prostata (HURT et al., 2008; SEILER et al., 2013). Células de cancer
de prostata CD44" ja haviam sido identificadas com as mesmas propriedades das células
tronco normais para a diferenciacdo, o implica elevado potencial metastatico
(PATRAWALA et al., 2006). Posteriormente, Hurt et al (2008) identificou em células
LNCaP e DU145, a populagdo de células tronco tumorais CD44"/CD24- como sendo uma
populacdo ainda mais desdiferenciada e contendo as mesmas cacarteristicas de células
tronco tumorais.

A porcentagem de células tronco tumorais CD44"/CD24- encontradas nas linhagens

DU145 e LNCaP néo estimuladas, sdo similares aos ja encontrados previamente. (HURT et
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al., 2008). Apos estimulo inflamatorio com os sobrenadantes de PBMC tratados com LPS
e LPS + ATP, a linhagem andrégeno independente DU145, apresentou um aumento
significativo na populacdo de células tronco tumorais, indicando que a inflamagdo pode
influenciar na dindmica dessa sub-populacdo. Células CD44" apresentam um maior
potencial de invasibilidade (KLARMANN et al., 2009) e a sub-populagdo CD44"/CD24-
tem a capacidade de iniciar novos tumores, ja que cerca de 1.000 células CD44%/CD24-
foram capazes de gerar novos tumores em camundongos enquanto as células sem essa sub-
populacdo ndo exibiram potencial tumorigénico (HURT et al., 2008).

O aumento da populacdo de células tronco tumorais da linhagem DU145 ap6s o
estimulo inflamatério sugerem que a inflamagdo, por mecanismos ainda desconhecidos,
induz a desdiferenciacdo de células tumorais normais. A morte celular por piroptose pode
levar a um aumento na inflamacdo local levando a essa resposta fenotipia. Uma das terapias
mais convencionais para o tratamento do cancer de prostata se faz por meio da privacdo de
andrdégenos. Esse tratamento promove a regressdo tumoral, porém, em alguns casos, se
observa o crescimento tumoral independente de andrégeno (AMMIRANTE et al., 2010).
Nossos dados sugerem que este fendBmeno pode estar relacionado com a concomitancia
entre o tratamento do cancer e um processo inflamatério em progressdo ocorrendo na
regido do tumor ou em tecidos adjacentes. Esta inflamacgdo estaria contribuindo com os
mediadores que promoveriam a mudanca de perfil nas populacdes de células tronco
tumorais, o que levaria a resisténcia do tumor ao tratamento.

As células LNCaP, no entanto, apresentaram um aumento na populacdo de células
CD447/CD24" quando estimuladas diretamente com LPS + ATP. Embora o fendtipo
CD44%/CD24- seja mais caracterizado, sabe-se que as células CD44" apenas, sio
extremamente tumorigénicas e possuem capacidade de diferenciacdo, levando a formacéo
de tumores em modelos de camundongos (PATRAWALA et al., 2006). Da mesma forma, a
alta expressdo de CD24 ou marcacgdo positiva para essa proteina, ja foi relacionada a um
maior potencial tumorigénico e a um mau prognostico em diversos canceres
(KRISTIANSEN, SAMMAR e ALTEVOGT, 2004). Sendo assim, a partir dos resultados
observados, pode-se sugerir que o perfil inflamatério modula o potencial metastatico das

células de cancer de prostata o que contribuiria para um mau prognéstico para portadores
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deste tipo de céncer. Estudos adicionais acerca destes fenotipos estdo em andamento em

nosso laboratorio de forma a esclarecer estes pontos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:

1) O microambiente inflamatério e os mediadores inflamatorios secretados pelo
infiltrado imune exercem um papel significativo na manutencdo do estado tumoral da
prostata podendo ainda estar relacionado com o agravamento desta doenca.

2) A ativacdo do inflamassoma NLRP3 e a secrecao da citocina IL-1p em células de
cancer de prostata parecem estar relacionadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio
no meio intracelular apds a inducao inflamatoria.

3) A identificacdo de caracteristicas como fragmentacdo nuclear, clivagem de
PARP1, formacdo do inflamassoma e ativacdo de caspasel, sugerem que O processo de
morte observado nas condic¢des de nossos ensaios foi piroptose.

4) O aumento da populacdo de células tronco tumorais apos estimulo inflamatério
sugere que a inflamacdo no céncer de prostata pode levar a um pior progndstico para o
portador da doenca, uma vez que aumenta 0 seu potencial metastatico podendo inclusive
estar envolvida no processo de recidiva apds tratamento com privacdo de andrdgenos.

5) A proteina PPAR-y, que também possui papel no metabolismo lipidico, parece
ndo participar de nenhum dos fendmenos celulares observados nas condigdes experimentais

aplicadas as linhagens estudadas.

A partir de nossos resultados, formulamos diversas outras questfes que ainda
devem ser estudadas. Serdo necessarios, por exemplo, experimentos adicionais que
demonstrem diretamente a ativacdo de caspasel e que comprovem a formacao dos poros na
membrana das células, para a caracterizagdo do processo de morte celular como piroptose.
Da mesma forma, sera necessario verificar se o processo de morte celular ocorre de forma
dependente da clivagem de PARPL, ja que em alguns pontos onde houve fragmentacéo do
material genético, observamos uma diminuicdo em PARP1 clivada. A questdo mais
importante que ainda precisa ser compreendida é como a inflamagdo regula as células
tronco tumorais, ja que a morte celular por piroptose pode estar participando dessa
regulagdo. Além disso, €& preciso identificar quais 0s aspectos metastaticos sao

influenciados por esse aumento na populacao de células tronco.
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7. APENDICES

APENDICE A - Resumo dos resultados com as células DU145. Tabela com o resumo dos
resultados obtidos com as células da linhagem DU145, identificando os pontos em que
foram observadas as mudancas significativas para cada experimento realizado. O simbolo +
identifica os pontos em que foram observados aumentos dos parametros e o simbolo — onde

foram observadas diminuicdes.

Sob. Sob. PBMC Sob. PBMC
DU145 LPS L+A PEMC LPS L+ A
e .
e +
[ S
councan S
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APENDICE B - Resumo dos resultados com as células LNCaP. Tabela com o resumo
dos resultados obtidos com as células da linhagem LNCaP, identificando os pontos em que
foram observadas as mudancas significativas para cada experimento realizado. O simbolo +
identifica os pontos em que foram observados aumentos dos parametros e o simbolo — onde

foram observadas diminuicdes.

Sob. PBMC Sob. PBMC

LNCaP LPS L+A Sob. PBMC LPS L+ A
e +
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APENDICE C - Alteracdo no ciclo celular das células tumorais de prostata DU145

apos estimulo pré-inflamatoério. As células da linhagem de céncer de préstata DU145,

24h apos serem estimuladas ou ndo estimuladas, foram avaliadas por marca¢do com Pl em

citometria de fluxo quanto a porcentagem de celulas nas fases do ciclo celular visualizadas

no grafico como GO/G1 em verde, S em amarelo e G2 em azul. Os estimulos utilizados
foram: LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante
de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1upg/ml, overnight) e
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As

analises foram realizadas na plataforma de ciclo celular do programa FlowJo. Graficos

representativos de trés experimentos independentes em monoplicata.
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APENDICE D - Alteracédo no ciclo celular das células tumorais de préstata LNCaP

apos estimulo proé-inflamatoério. As células da linhagem de cancer de prostata LNCaP,

24h apos serem estimuladas ou ndo estimuladas, foram avaliadas por marca¢do com Pl em

citometria de fluxo quanto a porcentagem de células nas fases do ciclo celular visualizadas

no grafico como GO/G1 em verde, S em amarelo e G2 em azul. Os estimulos utilizados
foram: LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante
de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1upg/ml, overnight) e
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As

analises foram realizadas na plataforma de ciclo celular do programa FlowJo. Graficos

representativos de trés experimentos independentes em monoplicata.
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APENDICE F - Mudangas no fenétipo CD44/CD24 das células DU145 ap6s estimulo
inflamatorio. Células DU145 ndo estimuladas (NE) e estimuladas com LPS (1upg/ml,
overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC;
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h), foram analisadas por
citometria de fluxo para avaliar os fenotipos CD44/CD24. Valores referentes a trés
experimentos independentes em monoplicata. Controles de isotipos foram utilizados como

duplos negativos para a definicdo dos quadrantes.

DU1435
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FL1-H
=
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=
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APENDICE G - Mudangcas no fendtipo CD44/CD24 das células LNCaP ap6s estimulo
inflamatério. Células LNCaP ndo estimuladas (NE) e estimuladas com LPS (1ug/ml,
overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h); Sobrenadante de PBMC;
Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight) e Sobrenadante de
PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h), foram analisadas por
citometria de fluxo para avaliar os fenotipos CD44/CD24. Valores referentes a trés
experimentos independentes em monoplicata. Controles de isotipos foram utilizados como

duplos negativos para a definicdo dos quadrantes.
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APENDICE H - Estimulos proé-inflamatorios levam a fragmentac&o nuclear das células
de cancer de prostata DU145 . Avaliacdo da fragmentacdo nuclear por marcagdo com Pl
em citometria de fluxo, nas células DU145 ndo estimuladas (NE) ou ap6s os estimulo pro-
inflamatérios LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h);
Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1ug/ml, overnight)
e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As
andlises foram realizadas 24h apds estimulo. Grafico referente a trés experimentos
independentes em monoplicata. Os valores de Sub-G1 estdo a esquerda, referentes ao pico

de menor intensidade.
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APENDICE | - Estimulos proé-inflamatdrios levam a fragmentacao nuclear das células
de cancer de proéstata LNCaP . Avaliagdo da fragmentacdo nuclear por marcagdo com Pl
em citometria de fluxo, nas células LNCaP néo estimuladas (NE) ou ap6s os estimulo proé-
inflamatérios LPS (1pg/ml, overnight); LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h);
Sobrenadante de PBMC; Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight)
e Sobrenadante de PBMC estimulado com LPS (1pg/ml, overnight) + ATP (5mM, 1h). As
analises foram realizadas 24h apds estimulo. Gréafico referente a trés experimentos
independentes em monoplicata. Os valores de Sub-G1 estdo a esquerda, referentes ao pico

de menor intensidade.
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