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Resumo

Introducdo: O acido docosahexaendico (DHA) possui efeito antitumoral em células de
cancer de mama pela diminuicao da proliferacdo celular e pelo aumento da morte por
apoptose. J& o acido araquiddnico (AA) esta relacionado ao crescimento e a progressao
tumoral. Nenhuma pesquisa até o momento indicou a indugdo de morte por piroptose pelo
DHA. O presente estudo buscou avaliar o efeito do DHA e do AA na inducdo de morte
por apoptose e piroptose em células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231.
Metodologia: MDA-MB-231 foi tratada com diferentes concentracdes de DHA ou AA.
A quantificacdo da morte por apoptose foi feita por marcagdo com Anexina-V/PIl. Foram
analisadas a integridade da membrana, a expressao de caspase 1 ativa e clivada, a secre¢édo
de IL-1pB e a translocagdo de NFkB e de HMGB1 para avaliar a morte por piroptose.
Resultados: O DHA levou ao aumento da morte por apotose em 50, 100 e 200uM e o
AA, apenas em 200uM. O DHA aumentou a perda da integridade da membrana, a
ativacdo e a clivagem de caspase 1, a secrecdo de IL-1p e a translocacdo de HMGB1 na
concentracdo de 100uM, indicando ativacao da morte por piroptose. Conclusédo: O DHA
induz morte por apoptose e piroptose em células de cancer de mama triplo-negativo e leva
a um maior aumento da apoptose quando comparado ao AA.

Palavras-chave: Cancer de mama, piroptose, DHA, 6mega 3



Abstract

Introduction: Docosahexaenoic acid (DHA) decreases breast cancer cell proliferation
and increases cell death by apoptosis. Arachidonic acid (AA) is known to promote tumor
growth and progression. No study to date has indicated the induction of pyroptosis by
DHA. This study evaluated the effect of DHA and AA on apoptosis and pyroptosis in
triple negative breast cancer cells MDA-MB-231. Method: MDA-MB-231 were
supplemented with different concentrations of DHA and AA. The quantification of cell
death by apoptosis was made by Annexin-V / Pl. Membrane integrity, active and cleaved
caspase 1, secreted IL-1pB and translocated NFKB and HMGB1 were analysed to check
pyroptosis. Results: DHA increased apoptosis at 50, 100 and 200uM. AA also increased
apoptosis in a higher concentration (200uM). DHA increased loss of membrane integrity,
caspase 1 activation and cleavage, IL-1p secretion and HMGBI translocation at 100uM,
indicating pyroptosis activation. Conclusion: DHA induce apoptosis and pyroptosis in
triple negative breast cancer cells and promotes a higher increase in apoptosis than do
AA.

Keywords: Breast cancer, pyroptosis, DHA, omega 3
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Siglas e Abreviacoes

AA Acido araquiddnico

AAL Acido alfa-linolénico

AGPI Acidos graxos poli-insaturados

AIM2 Ausente no melanoma 2

AL Acido linoleico

ASC Proteina tipo particular associada a apoptose contendo dominio de

recrutamento de caspase

ATP Adenosina trifosfato

BSA Albumina sérica bovina

CNE Controle ndo estimulado

CO2 Dioxido de carbono

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DHA Acido docosahexaenoico

DMSO Dimetilssulfoxido

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

ELISA Ensaio imunoenzimatico

EPA Acido eicosapentaenoico

ERE Estresse do Reticulo Endoplasmatico

FACS Classificacdo de células ativadas por fluorescéncia

FL-1 Fluorescéncia 1 (verde)

FL-2 Fluorescéncia 2 (laranja)

FLICA Inibidor fluorescente de caspase

HMGB1 Proteina do grupo de alta mobilidade B1

IL-1B Interleucina 1B

IL-18 Interleucina 18

LPS Lipopolissacarideo

MDA-MB-231 Linhagem de células epiteliais provenientes de adenocarcinoma
mamario

MOMP Permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa

MTT 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo

NFkB Fator nuclear kappa B

NLR Receptor do tipo NOD



NLRC

NLRP
NOD
PBMC
PBS
Pl
PPAR
ROS
SDS
SFB
TBS
TN
®-3
-6

Receptor do tipo NOD contendo dominio dominio de recrutamento
de caspase

Receptor do tipo NOD contendo dominio pirina
Dominio de oligomerizacdo e ligacao de nucleotideo
Células mononucleares do sangue periférico humano
Tampao fosfato-salino

lodeto de propideo

Receptor ativador da proliferacéo de peroxissomos
Espécies reativas de oxigénio

Dodecilsulfato de sodio

Soro fetal bovino

Tampao salino Tris

Tumores triplo-negativos

Omega-3

Omega-6
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1. Introducéao

O céancer de mama possui alta incidéncia e mortalidade na populacdo feminina
(INCA, 2014). Ele possui diversos subtipos e por isso esta associado a diferentes
prognosticos e a diferentes respostas terapéuticas. Dentre eles, o subtipo triplo-negativo
representa de 10 a 20% dos casos e apresenta pior progndstico e maior taxa de recorréncia
(YERSAL, et al. 2014; LEHMANN, et al. 2011; CIRQUEIRA, et al. 2011)

Estudos vém mostrando que o acido eicosapentaenoico (EPA) e o &cido
docosahexaenoico (DHA), ambos representantes da familia 6mega-3, possuem efeito
antitumoral através da diminuicdo da proliferacdo celular e do aumento da morte por
apoptose em células de cancer de mama (LEE, et al. 2014; CAO, et al. 2012; XIONG, et
al. 2012).

A apoptose € um tipo de morte celular programada caracterizada por fragmentacao
nuclear e formacdo de corpos apoptoéticos (WU, et al. 2012). Além dela, outros
mecanismos de morte ja foram descritos na literatura. Um exemplo é a piroptose,
caracterizada por fragmentacdo nuclear, aumento do volume celular e rompimento da
membrana celular com liberacdo dos componentes intracelulares (KEPP, et al. 2010;
BERGSBAKEN, et al. 2009).

Ainda ndo ha estudos que mostrem se o EPA e o DHA aumentam a piroptose em
células de cancer de mama, sendo esta mais uma via de morte celular em que estes acidos
graxos podem atuar. Assim, o presente estudo buscou avaliar se 0 DHA leva a piroptose
nas células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231. Como controle, também
foi verificado o efeito de um &cido graxo da familia 6mega-6, o acido araquidénico (AA),

sobre a morte dessas células.

2. Revisao da literatura

2.1. Cancer de mama

O céancer de mama é a neoplasia mais comum em mulheres e, no Brasil, foram
previstos 57.120 novos casos para 0 ano de 2014. Ele é responsavel por aproximadamente
14% de todas as mortes por cancer na populagdo feminina e atualmente € a principal causa
de morte por neoplasia maligna neste grupo (INCA, 2014; WHO, 2012).

Esse tipo de cancer é heterogéneo e possui diferentes classificagbes como a
histologica e a molecular. A classificagdo molecular é feita de acordo com expressdo

génica (Tabela 1) e, a partir dela, sdo obtidos cinco subtipos do cancer de mama: Luminal
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A, luminal B, HER2+, basal e claudin-low. Devido as diferencas na expressao génica,
diferentes prognosticos e diferentes respostas terapéuticas podem estar associadas a essa
neoplasia. (HOLLIDAY, et al. 2011).

Tabela 1 - Classificacdo molecular do cAncer de mama. Adaptado de Holliday et al. 2011. ER:
Receptor de estrogénio, PR: Receptor de progesterona, HER2: Fator de crescimento epidérmico
humano tipo 2.

Classificacao Caracteristicas Linhagens celulares
Luminal A ER*, PR*", HER2" MCF-7, T47D, SUM185
Luminal B ER*, PR*", HER2" BT474, ZR-75
Basal ER’, PR, HER2 MDA-MB-468, SUM190
Claudin-low ER, PR, HER2, claudin-3, | BT549, MDA-MB-231,

claudinin-4 e claudinin-7 low Hs578T, SUM1315
HER2+ ER’, PR, HER2* SKBR3, MDA-MB-453

Os receptores de estrogénio (ER) sdo um alvo terapéutico e a principal terapia
enddcrina para o cancer de mama € justamente o uso de antiestrogénicos. No caso dos
subtipos que possuem baixa ou nenhuma expressdao desse receptor, as escolhas
terapéuticas sdo limitadas (CORSETTO, et al. 2011; CIRQUEIRA, et al. 2011).

Tumores triplo-negativos (TN) sdo denominados como aqueles que ndo expressam
receptores de estrogénio e de progesterona e o fator de crescimento epidérmico humano
tipo 2 (HER2). Eles séo encontrados em todos os subtipos moleculares do cAncer de mama
tendo maior prevaléncia no subtipo basal (PRAT, et al. 2013; LEHMANN, et al. 2011;
HOLLIDAY, et al. 2011).

Os tumores TN sédo biologicamente mais agressivos, estdo associados a maior taxa
de recorréncia e possuem pior progndstico. Eles representam de 10 a 20% das neoplasias
na mama (LEHMANN, et al. 2011; CIRQUEIRA, et al. 2011).

O subtipo Claudin-low foi descoberto em 2007. Ele é classificado como TN em 61-
71% dos casos e se difere do subtipo basal por apresentar baixa expressao génica de
algumas proteinas envolvidas nas jungdes celulares, as claudinas 3, 4 e 7 e a E-caderina
(PEROU, et al. 2010; PRAT, et al. 2010).

O cultivo de linhagens celulares é uma ferramenta importante na pesquisa do cancer
para investigacdo de mecanismos de acdo. Atraveés dele é possivel estudar uma populagéo

relativamente homogénea de células capazes de se autorreplicar em um meio de cultura
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padrdo (HOLLIDAY, et al. 2011). Algumas linhagens ja descritas de cancer de mama sao
MCF-7, MDA-MB-231, SUM159, SUM 149 e MDA-MB-453 (Tabela 1). As células
MDA-MB-231 sdo triplo-negativas e correspondem a classificacdo Claudin-low de

acordo com as andlises de Holliday et al., 2011 e Prat et al, 2010.

2.2. Acidos Graxos Poli-insaturados (AGPI)

Os AGPI séo classificados nas familias 6mega-3 (w-3) e dmega-6 (w-6) de acordo
com a posicdo da primeira insaturacdo contada a partir do grupo metil terminal
(SCHIMITZ, et al. 2008). Os principais representantes da familia 6mega-3 sdo o &cido
alfa-linolénico (AAL, C18:3 w-3), 0 acido docosaexaenoico (DHA, C22:6 w-3) e 0 acido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5 w-3). Na familia 6mega-6 temos o &cido linoleico (AL,
C18:2 w-6) e 0 &cido araquiddnico (AA, C20:4 w-6) (CALDER, et al. 2009). O AAL e 0
AL séo considerados acidos graxos essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo
humano e por células eucariéticas em geral, sendo necessaria a sua ingestdo via
alimentacdo (CALDER, et al. 2012). O AAL, o EPA e o DHA sdo encontrados
principalmente em peixes e na linhaca. JA o AL esta presente nos 6leos vegetais, como
soja, canola e milho (MARTIN, et al. 2006; CALDER, et al. 2009).

Depois de consumido e absorvido, o0 AAL pode ser convertidos em EPA, DHA e 0
AL, em AA por reagdes de elongacdo e dessaturagdo (Figura 1). Os AGPI w-3 e w-6
competem pelas mesmas enzimas no seu metabolismo e a ingestdo dietética desses
nutrientes pode influenciar a conversdo de AAL em &cidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa (AGPI-CL). A eficiéncia global da conversdo do AAL para EPA e DHA em
seres humanos é de 0,2% e 0,05% respectivamente e, apesar desse percentual ser limitado,
é possivel que ele seja suficiente para manutencdo da funcdo dos tecidos em individuos
saudaveis consumindo uma dieta balanceada (SCHIMITZ, et al. 2008; BURDGE, et al.
2005).
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Familia®-6 Familia®-3

18:2m-6 18:3m-3
AL . AAL
l — Desaturase _)l

18:3m-6 18:4m-3

l(— Elongase —>l

20:3w-6 20:4 ®-3
l «— Desaturase —> l
Eicosanoides . ) Eicosanoides
PG2, TX2, LT4 <— 20:40-6 20:50-3 —> pG3, TX3, LT5
AA EPA
l+_ Elongase —>l
22:40-6 22:5m-3

l «— Elongase —)l
24:4m-6 24:5m-3

l «— Desaturase — l

24:5m-6 24:6 ®-3

l «— B-oxidagdo — l
22:5m-6 22:6®-3
DHA

Figura 1. Metabolismo dos &cidos graxos 6mega-3 (w-3) e dmega-6 (w-6). Adaptado de
Schimitz et al. 2008. PG: Prostaglandina, TX: Tromboxano, LT: Leucotrieno, AL: Acido
linoleico, AAL: Acido alfa-linolénico, AA: Acido araquidénico, DHA: Acido docosaexaenoico,
EPA: Acido eicosapentaenoico.

A alimentacdo humana sofreu alteracGes significativas em relacdo a qualidade e a
quantidade dos nutrientes consumidos nos Gltimos tempos (SIMOPOULQS, et al. 2011).
O aumento da producdo de dleos refinados ap6s a industrializacdo e a diminuigdo da
ingestdo de frutas e hortalicas gerou uma deficiéncia de 6mega-3 na dieta da populacao
e, hoje em dia, o consumo de AGPI chega a proporc¢éo de 10:1 a 20:1 de w-6: w-3. N&o
h& um consenso sobre a recomendacdo para estes acidos graxos e ela pode variar de
acordo com a doenca estudada. Uma razéo de 2,5:1 de w-6: w-3 reduziu a proliferagédo
celular em pacientes com cancer colorretal e a propor¢do de 5:1 foi benéfica para
individuos com asma (SIMOPOQULOS, et al. 2008; MARTIN, et al. 2006).

A proporcéo de 6mega-3 e 0mega-6 nos tecidos é reflexo da ingestéo alimentar visto

que as enzimas responsaveis pela digestdo, absorcao, transporte, dessaturacao, elongagéo
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e esterificacdo desses AGPI ndo discriminam entre as estruturas w-3 e w-6 (LANDS, et
al. 2012).

Ap0s a absorcao, os acidos graxos sao armazenados na forma de fosfolipidios nas
membranas ou de triglicerideos nos corpusculos lipidicos, organelas responsaveis pelo
armazenamento de substratos energéticos lipidicos e que também apresentam fun¢des no
metabolismo lipidico (SCHIMITZ, et al. 2008; BOZZA, et al. 2010). Fosfolipases sao
responsaveis por hidrolisar os acidos graxos dos fosfolipidios e libera-los para atuarem
na sinalizacdo celular ou serem convertidos em mediadores bioativos (SCHIMITZ, et al.
2008; DAI, et al. 2013; LANDS, et al. 2012).

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), lipooxigenases (5-LO, 12-LO e 15-LO) e 0
citocromo P450 sdo enzimas que convertem os acidos graxos em mediadores bioativos,
entre eles os eicosanoides. Essas enzimas sdo capazes de distinguir entre as duas familias
de AG. Por exemplo, COX-1 tem maior afinidade com o0 6mega-6 do que com o dmega-
3. Esta intensa formacdo de mediadores derivados do w-6 € diminuida quando o tecido
acumula w-3 (LANDS, et al. 2012).

Os produtos oxigenados sintetizados a partir dos AGPI de 20 carbonos sao
denominados eicosandides. Dentre eles, temos prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) e
tromboxanos (TX). Os eicosandides derivados do AA (20:4 w-6) sdo de séries pares € 0s
formados a partir do EPA (20:5 w-3), séries impares. Além dos eicosanoides, s&o
mediadores bioativos derivados dos AGPI as resolvinas, as lipoxinas, as neuroprotectinas
e os docosatrienos (LANDS, et al. 2012; SCHIMITZ, et al. 2008).

Os metabolitos derivados do AA possuem acgdo pro-inflamatdria e anti-inflamatoria,
sendo que a maioria deles favorece a inflamacdo. Ja os derivados do EPA séo conhecidos
pelo seu efeito anti-inflamatorio. Isso se da pela producdo de mediadores anti-
inflamatorios, menor producdo de eicosandides derivados do AA e acdo menos potente
de alguns metabdlitos do EPA em relacdo aqueles formados pelo dmega-6 (CALDER, et
al. 2009; SCHIMITZ, et al. 2008).

Os acidos graxos 6mega-3 sao capazes de modular a inflamacéo néo sé pela producao
de mediadores bioativos, como também pela interagcdo com fatores de transcri¢do
(CALDER, et al. 2012). Estudos ja mostraram que o DHA e 0 EPA diminuem a produgao
de citocinas pré-inflamatorias em células dendriticas e macréfagos através da maior
ativacdo do receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos (PPAR) e menor ativacdo
do fator nuclear kappa B (KONG, et al. 2010; NOVAK, et al. 2003)
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2.3. AGPI e cancer de mama

Dentre os lipidios, os AGPI da familia dmega-3 parecem exibir melhor efeito
antitumoral (ZHENG, et al. 2013). Apesar de alguns acidos graxos da familia 6mega-6,
como o AL, terem sido associados a uma acgdo antitumoral, o AA esta relacionado com o
crescimento e a progressao tumoral (XU, et al. 2014; CABRAL, et al. 2015; BROWN,
et al. 2010).

Vérios estudos epidemiol6gicos tém buscado associacbes entre o EPA, o DHA ou o
AAL e o risco de desenvolver cancer de mama sendo que, até 0 momento, os resultados
sdo inconclusivos (Tabela 2). A ingestdo dietética dos acidos graxos EPA e DHA ja foi
indicada como fator de protecdo do cancer de mama em alguns estudos e, em outros,
mostrou ndo ter associagéo significativa com o tumor (Tabela 2).

Kort e colaboradores (1987) e Wu e colaboradores (2005) mostraram reducéo
significativa do crescimento tumoral em camundongos suplementados com 6mega-3 em
relacdo aos que receberam 6mega-6. Os resultados in vitro demostram que o EPA e o
DHA, sozinhos, s&o capazes de diminuir a proliferacéo e induzir aumento da morte celular

em diferentes linhagens de cancer de mama (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas de estudos epidemioldgicos, in vivo e in vitro que buscaram
relacdo entre os &cidos graxos 6mega-3 e o cancer de mama. RR: Risco relativo, IC: Intervalo
de confianca, DHA: Acido docosaexaenoico, DPA: Acido docosapentaendico, EPA: Acido
eicosapentaenoico, AAL: Acido alfa-linolénico, AA: Acido araquiddnico, AL: Acido linoleico.

Modelo Tratamento Resultados Referéncia

Estudos epidemioldgicos

Meta-analise: 8 | Consumo de e Sem associagio com o cancer de | MAC LEAN,
estudos sendo 6 | peixe, EPA, mama em 4 estudos etal. 2006

coortes DHA e/ou .
e Risco aumentado para mulheres

AAL g ;
no maior quartil de consumo de
peixe em relacdo ao menor deles
(Incidéncia RR 1,47, IC 95%, 1,10-
1,98)
Meta-analise: e Consumo de | e Sem associagdo significativa entre | ZHENG, etal.
21 coortes peixe, EPA, o0 consumo de peixe ou AAL e o | 2013
DHA, DPA risco
efou AAL « Consumo de EPA, DHA e DPA
e Biomarcador | foi inversamente associado ao risco
de tecido (RR 0,86, 1C95%, 0,78-0,94): 16
estudos
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Estudos in vivo

Camundongos | EPA e DHA Reducdo significativa do peso e | KARMALI,
F344 com volume do tumor apds 4 semanas de | etal- 1984
transplante de tratamento.
adenocarcinoma
mamario
R3230AC
Camundongos (:)mega-?, e Crescimento do tumor na dieta com | KORT, etal.
BN/Bi com Omega-6 6mega-3 foi significativamente | 1987
transplante de menor que na dieta com 6mega-6.
adenocarcinoma
mamario
Camundongos (:)mega-?,e Reducdo significativa do peso e | WU, etal
nude e Omega-6 volume do tumor no grupo | 2005
implantacéo de recebendo 0mega-3 em relacdo ao
MDA-MB-231 recebendo dmega-6.
Camundongos | Omega-3 Reducdo significativa do peso e | CHEN,etal.
nude e enddgeno volume do tumor 2014
implantacéo de
MDA-MB-231
expressando fat-
1
Estudos in vitro
MCF-7 EPA e DHA Inibicdo da proliferagcdo celular e | CAOetal.
aumento de morte celular por | 2012
apoptose em 72h
MCF-7 e MDA- | EPA,DHAe |eEPA e DHA inibiram a | CORSETTO,
MB-231 AA proliferacdo celular e aumentaram | &t@l- 2011
morte celular por apoptose em 72h
« AA ndo alterou a viabilidade
celular de MCF-7
MDA-MB-231 | DHA Reducdo da proliferacdo celular em | BLANCKAE
72h e aumento de apoptose a partir | RT. etal- 2010
de 24h
MDA-MB-231 | Co-estimulo de | Diminui¢do do crescimento celular | SCHLEY et
EPAeDHA | em72h al., 2005
ou EPA, DHA
e AL
MDA-MB-231, | DHA Aumento de morte celular por | XIONG, etal.
SUM159 e apoptose em 24h 2012
SUM 149
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MDA-MB-231 | EPA e DHA Inibicdo do crescimento celular e | LEE, etal.
aumento de morte celular por | 2014
apoptose em 24h

MCF-7, MDA- | EPA e DHA Diminuicdo da viabilidade celular | KANG, etal.
MB-231 e em 72h e aumento de apoptose a | 2010
MDA-MB-435 partir de 48h.

2.4. Morte celular

Como mostrado na tabela 2, 0 EPA e o DHA séo capazes de induzir aumento da
morte celular em diferentes linhagens celulares de cancer de mama. Classicamente, a
morte celular é dividida em programada (apoptose) e ndo programada (necrose),
entretanto ja se sabe que a necrose pode ocorrer de forma controlada e que outros
mecanismos também podem levar a morte (YAN, et al. 2015; WU, et al. 2012;
GALLUZZI, et al. 2012).

A apoptose apresenta como caracteristicas morfoldgicas o encolhimento celular, a
fragmentacdo nuclear e a formacdo de corpos apoptdticos. Ja a necrose é caracterizada
por aumento do volume celular e rompimento da membrana celular com liberagcdo dos
componentes intracelulares (WU, et al. 2012). Outro tipo de morte celular ja conhecido é
a piroptose. Ela foi primeiramente descrita em macrofagos infectados com Salmonella
typhimurium e € caracterizada por rompimento da membrana celular e fragmentacao
nuclear (HERSH, et al. 1999; BERGSBAEKN, et al. 2009)

2.4.1. Apoptose

Apoptose é o mecanismo de morte celular programada mediado por caspases pro-
apoptaticas e caracterizado por encolhimento celular, fragmentacdo nuclear, condensacao
da cromatina e formacdo de corpos apoptéticos. Esse processo € considerado ndo
inflamatério por ndo apresentar rompimento da membrana e € necessario para
manutencdo da homeostase celular (TAIT, et al. 2010; HANAHAN, et al. 2011).

As caspases consistem em uma familia de proteases classicamente dividida em dois
grupos de acordo com a sua funcdo: Apoptdticas (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) e
inflamatdrias (caspases 1, 4 e 5). Essas enzimas sdo amplamente expressas em sua pro-
forma inativa e sdo ativadas por clivagem ou dimerizacdo (CREAGH, et al. 2014; WU,
et al. 2014; POP, et al. 2009).
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Dentre as caspases humanas apoptoticas temos as iniciadoras (2, 8, 9, 10), que sdo
responsaveis por clivar e ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7. Aquelas chamadas
iniciadoras séo recrutadas por complexos multiproteicos como o apoptossoma e 0 DISC
(Complexo de Sinalizacdo Indutor de Morte) e sdo ativadas devido a sua dimerizacao
(CREAGH, et al. 2014; FUCHS, et al. 2015; WU, et al. 2014).

Duas vias sdo descritas para a ativacdo da apoptose: A extrinseca e a intrinseca. A
via extrinseca pode ser iniciada pela ligacdo de receptores de morte de superficie celular
ou pelos receptores de dependéncia que s6 levam a morte quando a concentracao dos seus
ligantes especificos fica abaixo de um limiar critico (SAGULENKO, et al. 2013;
GALLUZZI, et al. 2012; GUENENEAUD, et al. 2010).

A via intrinseca é ativada por condi¢des de estresse intracelular e € mediada pela
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP). Essa permeabilizacéo leva
a liberacdo do citocromo c e a formacdo de um complexo chamado apoptossoma, capaz
de ativar a caspase 9 (SAGULENKAO, et al. 2013; GALLUZZI, et al. 2012; BLANDER,
etal. 2014).

Como desfecho da ativacdo da apoptose, 0s corpos apoptoticos sdo fagocitados.
Entretanto, se eles ndo completarem essa via, eles podem entrar em uma fase denominada
apoptose tardia ou necrose secundaria com o rompimento da membrana celular e
liberacdo dos seus componentes (SAGULENKO, et al. 2013; MAGNA, et al. 2014).

Estudos sugerem que a via de morte celular induzida pelos AGPI no cancer de mama
¢ a apoptose intrinseca e extrinseca (CAO, et al. 2012, CORSETTO, et al. 2011, XIONG,
et al. 2012, KANG, et al. 2010 e BLANCKAERT, et al. 2010). Véarios mecanismos de
inducdo ja foram citados, mas esse processo ainda ndo é completamente compreendido.

Xiong e colaboradores (2012) propuseram que o DHA induz niveis elevados de
espécies reativas de oxigénio em MDA-MB-231 e leva ao estresse do reticulo
endoplasmatico. Por meio desse estresse, 0 DHA aumenta a expressdo do receptor de

morte 5 (DR5) que ativa a cascata de apoptose dependente das caspases 8 e 9.

2.4.2. Piroptose

A piroptose foi primeiramente descrita como a morte celular dependente de caspase
1 em macrofagos infectados com Salmonella typhimurium (HERSH, et al. 1999). Hoje ja
se sabe que ela pode ser mediada por outras caspases inflamatorias (caspases 4, 5 e 11)
assim como ocorrer em outros tipos celulares por meio de diferentes estimulos
(BERGSBAKEN, et al. 2009).
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Os critérios que definem esse tipo de morte sdo: Atividade proteolitica de uma
caspase inflamatdria, aumento do volume celular, rompimento da membrana celular,
fragmentacgéo nuclear e condensacgdo da cromatina (JORGENSEN, et al. 2015).

A piroptose possui algumas semelhancas com a apoptose: A condensacdo da
cromatina e a fragmentacdo nuclear. Entretanto, os efeitos delas sdo diferentes. A
piroptose é considerada pro-inflamatoria por apresentar rompimento da membrana celular
e liberacdo dos componentes intracelulares préo-inflamatorios enquanto que a apoptose é
descrita como ndo-inflamatdria por manter a integridade da membrana (KEPP, et al.
2010; BERGSBAKEN, et al. 2009). Outras diferencas dizem respeito a Poli [ADP-ribose]
polimerase (PARP) e ao nlcleo da célula. A clivagem de PARP é determinante para a
apoptose, mas ndo € necessaria para a piroptose. Além disso, o nicleo das células em
piroptose permanece intacto diferentemente das células apoptoticas (JORGENSEN, et al.
2015).

As caspases sdo produzidas em sua pro-forma inativa e ativadas atraves do
inflamassoma ou piroptossoma (GUO, et al. 2015; FERNANDES-ALNEMRI, et al.
2007). A ativacdo das caspases inflamatorias leva a formacédo de poros na membrana que
permitem a entrada de agua e ions na célula e geram o aumento do volume celular e o
rompimento da membrana (JORGENSEN, et al. 2015).

A caspase 1 cliva e ativa as citocinas pré-inflamatdrias IL-1B e IL-18 e leva a
secrecdo de HMGB1, IL-1p, IL-18 entre outras proteinas celulares (KELLER, et al. 2008;
LAMKANFI, et al. 2010). HMGB1 é uma proteina altamente expressa no cancer de
mama (BREZNICEANU, et al. 2003). Ela é considerada uma proteina nuclear e sua
funcdo inclui determinar a estrutura da cromatina e regular a transcricdo. Entretanto, ela
pode ser secretada da célula por processo de morte celular ou ativacdo do inflamassoma
(BELL, et al. 2006; LAMKANFI et al, 2010; MAGNA, et al. 2014).

Além de agir sobre a ativacdo de citocinas, a caspase 1 pode induzir a morte por
piroptose por um mecanismo ainda desconhecido (TAIT, et al. 2014). Ainda sdo
necessarios estudos para esclarecer porque a ativacdo de caspase 1 ativa ou ndo a morte
celular (GALUZZI, et al. 2012).

O inflamassoma € um clomplexo multi-proteico capaz de ativar caspases
inflamatdrias. Na via canénica ele é formado por receptores de reconhecimento padrao,
uma caspase inflamatoria e, se necessario, a proteina adaptadora ASC (Proteina tipo
particular associada a apoptose contendo dominio de recrutamento de caspase). A

ativacdo dos receptores leva ao recrutamento das proteinas do inflamassoma e a
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oligomerizacdo da pro-caspase 1, 0 que promove sua autoproteolise e consequente
ativacdo (KEYEL, et al. 2014; GUO, et al. 2015). J& na via ndo-candnica, a caspase
murina 11 ou a sua homologa humana, a caspase 4, se liga diretamente ao estimulo
microbiano, oligomeriza e é ativada (SHI, 2014).

Diferentes inflamassomas canénicos ja foram descritos e eles sdo nomeados de
acordo com o seu receptor de reconhecimento padréo. Receptores do tipo NOD (NLR)
podem conter um dominio pirina (NLRP) ou um dominio de recrutamento de caspase
(NLRC). Alguns exemplos de inflamassoma sdo o NLRP1, o NLRP3 e o NLRC4
(SCHRODER, et al. 2010; LAMKANFI, et al. 2014).

Os receptores de reconhecimento padrdo reconhecem padroes moleculares
associados a patdgenos ou a danos celulares do hospedeiro, como ATP extracelular ou
cristais de acido arico (LAMKANFI, et al. 2010).

O inflamassoma mais estudado é o da familia NLRP3 que é composto pelo receptor
NLRP3, pelo adaptador ASC e pela pro-caspase-1 (SCHRODER, et al. 2010). Para
montagem desse inflamassoma s&o necessarios dois sinais: (I) Primeiro sinal que ira
estimular a translocacdo do fator nuclear kappa B (NFkB) para o ndcleo e (1) Segundo
sinal que ira ativar o NLRP3 e levar ao recrutamento das proteinas do inflamassoma
(BAUERNFEIND, et al. 2009; TSCHOPP, et al. 2010). Os exemplos mais comuns sdo o
lipopolissacarideo (LPS) como primeiro sinal e ATP extracelular como segundo
(SCHRODER, et al. 2010). A ativacdo do NFKB e sua translocacdo para o nucleo sédo
eventos importantes visto que ele é fator de transcricao dos genes de NLRP3 e de pro-IL-
18 (BAUERNFEIND, et al. 2009).

Estudos mostram que os acidos graxos da familia 8mega-3 diminuem a ativacdo do
inflamassoma em macrdéfagos. Eles diminuem a translocacdo de NFKB para o nucleo, a
ativacdo de caspase 1 e a producdo de citocinas pré-inflamatérias induzidas por ativadores
do inflamassoma (WILLIAMS-BEY, et al. 2014; YAN, et al. 2013). Em células de
hepatocarcinoma, o DHA diminuiu significativamente a expressdo de mRNA de NLRC4,
a ativacdo de caspase 1 e a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias induzidas pelo
palmitato (LUO, et al. 2012). J& no cancer de mama, ndo ha nenhum estudo que mostre a
acao do 6mega 3 na ativacdo do inflamassoma.

O piroptossoma é um outro complexo multiproteico capaz de ativar a caspase 1. Ele
consiste em um oligbmero formado apenas por proteinas ASC que ativa a caspase por
dimerizacéo e leva a piroptose (FERNANDES-ALNEMRI, et al. 2007).
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Estudos vém indicando que a caspase 8, uma enzima pro-apoptética, promove a
ativacdo do inflamassoma e que a caspase 7 seria um substrato da caspase 1 ativa. Visto
iss0, sdo necessarios mais estudos para estabelecer a piroptose como um real tipo de morte
celular ou como um subtipo da apoptose (GALLUZZI, et al. 2012; GUO, et al. 2015;
LAMKANFI, et al. 2008). Estudos recentes mostram que um estimulo pode ativar a
apoptose e a piroptose em uma mesma célula (LEBEAUPIN, et al. 2015; SAGULENKO,
etal. 2013). Além disso, sugere-se que o inflamassoma leve a apoptose, associando assim
esses dois tipos de morte (SAGULENKQO, et al. 2013).

3. Justificativa

Sabe-se que o DHA é capaz de modular a inflamacdo e que ele possui acdo
antitumoral in vitro através do aumento da morte e da diminuicdo da proliferacdo de
células de cancer de mama. O Unico mecanismo de morte relacionado com a acdo do
DHA até o momento foi a apoptose. A piroptose € um tipo de morte mediado por caspases
inflamatdrias e caracterizado por rompimento da membrana e liberacdo de componentes
intracelulares. Visto que a piroptose ainda nédo foi estudada como mecanismo de agéo in
vitro do DHA, o presente estudo buscou avaliar se 0 DHA leva a morte por piroptose nas

células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do &cido docosahexaenoico (DHA) ou do acido araquiddnico (AA)

sobre a morte celular por piroptose em células de cancer de mama triplo-negativo MDA.-

MB-231.

4.2. Objetivos especificos

e Analisar o efeito citotoxico dos &cidos graxos através da quantificacdo da

viabilidade celular;

e Quantificar o percentual de morte por apoptose e necrose;

e Analisar a ocorréncia da piroptose através da:

o

o

o

Anadlise da perda da integridade da membrana,
Expresséo de caspase 1 ativa e clivada,
Secrecdo da citocina IL-1p,

Localizacdo dos marcadores nucleares NFKB e HMGBL1.
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5. Materiais e métodos

5.1. Delineamento do estudo

Nesse estudo foi avaliado o efeito do DHA e do AA na inducdo de morte celular em
células de cancer de mama triplo-negativo (MDA-MB-231). Como controle da pesquisa,
observou-se a acdo desses &cidos graxos sobre células ndo cancerosas (mondcitos
humanos). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Imunologia e Inflamacao
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia/DF a cuidado da prof. Dr. Kelly
Grace Magalhaes.

Monocito humano ‘ MDA-MB-231 |
Analise da Analise de _
Viabilidade celular morte _ Anilise da
mtegridade da

membrana celular

—{ Apoptose ‘
Analise de
caspase 1

ativa
—{ MNecrose |

Analise de

—{ Piroptose I caspase 1

clivada

Analise de
secragdo
de IL-1(

Analise de
HMGB1 e NFkB

Figura 2 — Fluxograma dos experimentos in vitro

5.2. Células

A linhagem celular de céancer de mama humano MDA-MB-231 foi fornecida pelo
prof. Dr. José Raimundo Corréa do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia/DF.
Ela foi cultivada em meio L-15 (Sigma-Aldrich, USA) enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (SFB — GIBCO, USA) e 1% de antibidtico/antimicotico (GIBCO, USA) e
incubada em estufa a 37°C livre de CO..

24



A MDA-MB-231 foi cultivada em garrafas estéreis e o seu crescimento foi
acompanhado diariamente por microscopio de luz invertida. Ao atingir 80-90% de
confluéncia, ela foi lavada com PBS (Tampéao fosfato-salino) e tripsinizada com 0,25%
Tripsina/EDTA (GIBCO, USA) a 37°C por aproximadamente 5 minutos. A tripsina é uma
protease que foi utilizada para dissociacao das células aderidas no fundo da garrafa.

Apo6s 0s 5 minutos, meio L-15 foi utilizado para inibir essa protease e impedir que
ela gerasse lise celular. A suspensdo de células ja desaderidas foi recolhida da garrafa e
centrifugada a 300G por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e um destes trés
procedimentos foi realizado: (a) congelamento de células em solucdo de meio L-15
enriquecido e 5% de dimetilssulféxido (DMSO - Sigma-Aldrich, USA) e armazenamento
a -80°C, (b) contagem de células em Camara de Neubauer (KASVI) e plaqueamento para
posteriores experimentos ou (c) recolocacao das células na garrafa de cultura celular.

Os mondcitos humanos foram obtidos do isolamento de PBMC (Células
mononucleares do sangue periférico humano). O sangue periférico de doadores foi
coletado e, em seguida, colocado em tubos falcon com Histopaque na proporgéo 1:1. Os
tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 20 minutos e, dentre as quatro fases formadas,
foi coletado o anel branco correspondente ao PBMC. As células foram lavadas duas vezes
com PBS (Tampéo fosfato-salino) e plaqueadas na concentragdo de 3x102 células/pL em
placas de 96 pocos. Para os experimentos, 0 sobrenadante foi descartado e somente 0s
monacitos que aderiram ao fundo da placa foram analisados.

A cada novo experimento, foi feito um novo isolamento de PBMC. Com isso, as
celulas ndo foram cultivadas, apenas preservadas em meio RPMI-1640 (GIBCO, USA)
enriquecido com 10% de SFB e 1% de antibidtico/antimicotico a 37° e 5% CO2.

Toda manipulacdo celular foi feita em capela de fluxo laminar (ESCO Labculture

classe 11, tipo A2) em condicdes estéreis.

5.3. Estimulo

Os acidos graxos DHA e AA (Sigma-Aldrich, USA), diluidos em etanol absoluto
(J.T.Baker®) ou dimetilssulfoxido (Sigma-Aldrich, USA) e armazenados a -20°C
protegidos da luz em um frasco de vidro previamente autoclavado.

Para o estimulo das células, o estoque de &cidos graxos foi retirado do freezer,
vortexado por 60 segundos para homogeneizacdo da solucdo e levado ao sonicador
(BRANSONIC, USA) por 30 segundos para abertura da cadeia lipidica. O DHA e 0 AA
foram usados em diferentes concentragdes: 12,5; 25; 50; 100 e 200uM.
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5.4. Analise da viabilidade celular

O reagente MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) foi
utilizado para analise de viabilidade celular. Ele é um sal de tetraz6lio que é convertido
em cristais de formazan quando clivado na mitocondria ativa. A quantidade de formazan
produzida é diretamente proporcional ao nimero de células viadveis e, por isso, esse
método é utilizado em andlises de viabilidade e citotoxicidade (MOSMANN, et al. 1983).

No ensaio, 1x10* células de cancer de mama ou 6x10° PBMC foram plaqueadas por
poco em uma placa de 96 pocos e deixadas na estufa por 24h. Apos esse tempo as células
foram estimuladas com diferentes concentracfes de DHA ou AA variando entre 12,5 e
200uM. O maior volume pipetado por pogo para alcangar a concentracgéo final de DHA e
AA correspondeu a 1% de DMSO ou a 2% de etanol. Para controlar o efeito desses
diluentes, o volume méximo de DMSO ou etanol utilizado também foi analisado no
experimento.

Apo6s o tempo de estimulo, o sobrenadante foi substituido por uma solucéo de 10%
MTT 5mg/mL (Sigma-Aldrich, USA) diluido no proprio meio de cultura celular. Em
seguida, a placa foi incubada por 3h protegida da luz na estufa de cultivo. O sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan formados foram diluidos em 100puL de DMSO.
A absorbéancia foi lida a 570nm no espectrofotdmetro SpectraMax M3 (Molecular
Devices, USA). Para o célculo da viabilidade, as células ndo estimuladas foram
consideradas como 100% vidveis e o0s demais estimulos foram calculadas
proporcionalmente. Foram feitos trés experimentos em triplicata com a célula MDA-MB-

231 e dois experimentos em triplicata para os mondcitos.

5.5. Analise de apoptose e necrose

Para analise de morte celular por apoptose e necrose, as células foram marcadas com
Anexina-V e PI (Life Technologies, USA) e analisadas em citdmetro FACS Calibur (BD
Biosciences, USA). Em células saudaveis, a fosfatidilserina esta localizada na parte
interior da membrana plasmatica. A externalizacdo dessa molécula ocorre quando elas
entram em apoptose, sendo esse um marcador desse tipo de morte. A Anexina se liga a
fosfatidilserina enquanto que o Pl permanece como um controle da integridade da
membrana celular nas células positivas para Anexina (FINK, et al. 2005).

Com esse método, as células positivas apenas para Pl sdo consideradas necroticas
(perda da integridade da membrana) e as positivas s6 para Anexina, apoptoticas. Células

duplamente positivas podem estar tanto em apoptose tardia quanto em necrose.
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Um total de 6x10* células de cancer foi plaqueado por pogo em uma placa de 24
pogos e incubado por 24h para adesédo celular. Apos esse periodo, 50, 100 ou 200uM de
DHA ou AA foi colocado por poco. Depois do tempo de estimulo, o sobrenadante foi
retirado dos pocos e centrifugado para analise do precipitado.

As células que permaneceram aderidas na placa foram lavadas com PBS e
tripsinizadas. O precipitado e as células ja desaderidas foram agrupados e lavados com
PBS. Em seguida, foi feita marcacdo com 1,25ul. de Anexina ¢ 0,25ulL de solucdo de
lodeto de Propideo — PI (100 pg/mL) em 25ul. de Binding Buffer. As células foram
incubadas por 10 minutos protegidas da luz a temperatura ambiente e, em seguida,
quantificadas por citometria de fluxo.

Foram adquiridos 10.000 eventos nos canais FL-1 e FL-2. Para controle experimental
de morte celular, células foram aquecidas por 15 minutos a 100°C. A anélise dos dados
foi realizada no programa FlowJo v.7.6.5 (Tree Star, USA) e o resultado apresentado foi

representativo de dois experimentos.

5.6. Analise de integridade da membrana celular

O lodeto de propideo (PI) € um fluorocromo impermeavel a membrana plasmatica e
por isso € utilizado na deteccdo de células com perda da integridade da membrana. Para
esse ensaio, 6x10* células de cancer foram plaqueadas por pogo em uma placa de 24 pogos
e deixadas na estufa por 24h para adesdo celular. Apos esse periodo, 50, 100 ou 200uM
de DHA ou AA foi colocado por pogo. Como esses acidos graxos estavam diluidos em
etanol ou DMSO, o maior volume pipetado para alcancar a concentracao final de DHA e
AA foi analisado como um controle do experimento (1% DMSO e 2% de etanol).

Apdbs o tempo de estimulo, o sobrenadante foi centrifugado a 300G por 5 minutos
para analise do precipitado — células que ja tinham desaderido do poco por processo de
morte celular e estavam no sobrenadante. As células que permaneceram aderidas na placa
foram lavadas com PBS e tripsinizadas com tripsins/EDTA (GIBCO, USA). O
precipitado e as células ja desaderidas foram agrupados e lavados com PBS. Em seguida,
foi feita marcagdo com 0,5uL de solucdo de P1 (100 pg/ml) em 20uL de Binding Buffer
(ENZO, USA). As células foram incubadas por 10 minutos protegido da luz e, em
seguida, quantificadas por citometria de fluxo em citdmetro FACS Verse (BD
Biosciences, USA). Foram adquiridos 10.000 eventos no canal FL-2 e os dados foram
analisados no programa FlowJo v.7.6.5 (Tree Star, USA). O resultado apresentado foi

representativo de dois experimentos.
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5.7. Analise de caspase 1 ativa por citometria de fluxo

A caspase 1 € produzida em sua forma inativa e é ativada por meio do inflamassoma
(CREAGH, et al. 2014). O reagente FLICA se liga a caspase 1 ativa e pode se
quantificado por citometria de fluxo. Para essa analise, 6x10* células foram plaqueadas
por poco em uma placa de 24 pocos e deixadas por 24h na estufa para adesdo celular.
Apos esse periodo, 50, 100 ou 200uM de DHA ou AA foi colocado por pogo. Como
controle de ativacdo do inflamassoma, foram utilizados 1pug/mL de LPS (mesmo tempo
de estimulo dos &cidos graxos) e ImM de ATP (60 minutos).

Apbs 6h, o sobrenadante dos pocos foi centrifugado e as células que permaneceram
no fundo da placa foram lavadas e desaderidas. O precipitado e as celulas ja desaderidas
foram agrupados e lavados com PBS. Foi feita a diluicdo do FLICA (ImmunoChemistry)
em meio de cultura na proporcao de 1:30 e marcacdo das células. Essas foram incubadas
por 30 minutos na estufa a 37° e, em seguida, lavadas duas vezes. Foram adquiridos
10.000 eventos no canal FL-1 do citdbmetro FACS Calibur (BD Biosciences, EUA). O
histograma apresentado é representativo de dois experimentos. A analise de dados foi
feita no programa FlowJo v.7.6.5 (Tree Star, EUA).

5.8. Extracdo de proteinas

A extracdo de proteinas celulares foi realizada para posterior analise da expressao de
caspase 1 clivada. Um total de 1x10° células foi plaqueado por poco em placas de 6 pogos
e deixado na estufa por 24 horas para adesao. Apds esse periodo, 100 ou 200uM de DHA
ou AA foi colocado por poco. Como controle de ativacdo do inflamassoma, foram
utilizados 1pg/mL de LPS (mesmo tempo de estimulo dos acidos graxos) e ImM de ATP
(60 minutos).

Apbs o tempo de estimulo, as células foram lavadas e desaderidas da placa. O
inibidor de protease foi diluido em solucéo de lise celular (Tris 50mM, NaCl 150mM,
EDTA 5mM e 1% de Triton X-100 — pH 7,4) na proporc¢édo de 1:100 e as células foram
incubadas com essa solu¢do por 30 minutos no gelo, vortexando-se a cada 5 minutos. Em
seguida elas foram centrifugadas a 17000G por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante com a
amostra de proteina foi coletado e armazenado a -80°C.

A dosagem de proteinas foi feita pelo método descrito por Bradford e colaboradores
(1976). Segundo ele, o reagente Comassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich, USA) na sua

forma vermelha se liga a proteina e se torna azul podendo ser lido por espectrofotometria.
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No ensaio, 250uL do reagente (0,01% de Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% de
etanol e 8,5% de &cido fosférico) foi colocado com 10uL de amostra e lido em
espectrofotébmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA) a 595nm apds 5 minutos.
Albumina sérica bovina (AMRESCO, USA) foi utilizada para se estabelecer a curva-
padrdo em diferentes concentracGes de 1400ug/mL a 200ug/mL. O branco da curva foi
feito com agua.

Para andlise da quantidade de proteinas, as amostras foram comparadas a curva-
padrdo (R?> > 0,9) e calculadas proporcionalmente. Quando necessario, foi feita
concentracdo de proteinas. Para isso, 0 volume equivalente a 20ug de proteina da amostra
foi separado e colocado em solugdo de acetona: metanol (8:1) na proporgdo de 1:9
overnight a 4°C. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 10000G por 10 minutos a 4°C

e o0 sobrenadante foi descartado. O precipitado formado foi armazenado entdo a -20°C.

5.9. Analise da expressao de caspase 1 clivada

A analise de expressdo de Caspase 1 clivada (p20) foi feita por Western Blot. Por
essa metodologia, as proteinas da amostra foram separadas de acordo com 0 seu peso
molecular por eletroforese e, depois, transferidas para uma membrana de nitrocelulose
por eletrotransferéncia. Essa membrana foi incubada com o anticorpo especifico da
proteina-alvo e revelada no Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, UK).

O anticorpo primario foi adquirido da Santa Cruz Biotechnology (USA) enguanto
que o anticorpo secundario conjugado a peroxidase horseradish, da Jackson
ImmunoResearch (USA).

O gel de poliacrilamida-SDS foi feito em sistema BioRad (USA) com a concentragao
de 12% no gel separador e 5% no gel concentrador. As amostras de proteina foram
diluidas em tampado (Tris 125mM, 20% de glicerol, 10% de 2-mercaptoetanol, 4% de SDS
e 0,004% de azul de bromofenol) e fervidas por 3 minutos antes de serem colocadas no
gel. As amostras correram em tampao Tris-Glicina (Tris 25mM; Glicina 192mM; 1%
SDS - pH 8,3) a 100V no gel concentrador e a 150V no gel separador a temperatura
ambiente.

Em seguida foi feita a transferéncia da proteina do gel para a membrana de
nitrocelulose (0,45uM). Foi utilizado sistema semi-dry com tampé&o de transferéncia (Tris
25mM, Glicina 192mM, 20% Metanol — pH 8,3) a 10V por 20 minutos a temperatura
ambiente. A membrana foi bloqueada por 1 hora sob agitagdo com solucdo de TBS
(Sigma-Aldrich, EUA), 0,05% de Tween20 e 5% de leite desnatado. Apos esse periodo,
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foi feita lavagem (TBS e 0,05% de Tween20) e incubacdo overnight sob agitacdo com o
anticorpo primario a 4°C na proporcéo de 1:2000. Em seguida, foram feitas mais lavagens
e incubacdo de 2 horas & temperatura ambiente com o anticorpo secundario na dilui¢do
de 1:20000.

A PB-actina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como um controle interno do
experimento para confirmar se houve um carregamento igual de proteina das amostras.

Para a revelagédo, foi utilizado reagente de deteccdo para Western Blot da GE
Healthcare Life Sciences (ING). Apds a captura das imagens, a analise foi realizada no

programa ImageJ (NIH, EUA)

5.10. Anélise de secrecdo de IL-1p

Através do inflamassoma, a IL-1P ¢é processada e secretada da célula (KEYEL, et al.
2014). E para dosar a quantidade dessa citocina no sobrenadante da cultura celular, foi
utilizado o método ELISA com kit da BD Biosciences, EUA.

Um total de 6x10* células de cancer foram plaqueadas por pogo em uma placa de 24
pocos e deixadas na estufa por 24h para adesdo celular. Apos esse periodo, 50, 100 ou
200uM de DHA ou AA foi colocado por poco. Como controle de ativacdo do
inflamassoma, foram utilizados 1pug/mL de LPS (mesmo tempo de estimulo dos acidos
graxos) e 1mM de ATP (60 minutos). Alcangado o tempo de estimulo, o sobrenadante da
cultura celular foi retirado e armazenado a -20°C.

Para a analise, o anticorpo de captura foi colocado em uma placa de 96 pocos e
incubado overnight a 4°C. No dia seguinte, foram feitas 3 lavagens com PBS e 0,05% de
Tween e bloqueio por 1 hora & temperatura ambiente com Assay Diluent. As diferentes
amostras de sobrenadante, assim como a solucao padréo, foram colocadas nos pogos e a
placa foi incubada novamente overnight a 4°C.

Em seguida, os pogos foram lavados e foi colocado o anticorpo de detec¢édo para IL-
1B. A placa foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Foi feita lavagem, adi¢éo
da solucdo de streptavidina e incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente protegido
da luz. Mais lavagens foram realizadas e 50uL da solugédo de substrato foi adicionada por
pocgo. Apo6s 10 minutos, foi colocada a solucdo de parada e a absorbancia foi lida a 450nm
pelo espectrofotdometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, EUA). Para analise da
quantidade de citocinas, as amostras foram comparadas a curva-padrdo (R2> 0,9) e

calculadas proporcionalmente. Foi realizado um experimento em triplicata.
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5.11. Analise de HMGBL1 e NFKB por imunofluorescéncia

Para verificar a localizagdo das proteinas HMGB1 e NFkB na célula de céncer foi
feita imunomarcacao intracelular e analise por microscopia de fluorescéncia confocal. Os
anticorpos primarios foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA) e Santa Cruz (EUA),
respectivamente.

A HMGBL é comumente considerada uma proteina nuclear (MAGNA, et al. 2014).
A ativacdo do inflamassoma leva a translocacgdo dessa proteina para o citoplasma e a sua
secrecdo (LAMKANFI, et al. 2010).

O NFkB é um fator de transcricdo presente no citoplasma em sua forma inativa. Ao
ser ativado através de estimulos extracelulares inflamatorios, ele transloca para o nicleo
para exercer sua funcdo (PERKINS, 2007)

Nesse ensaio, 1,5x10° células de cancer foram plaqueadas por pogo em placas de 24
pocos com laminulas. A placa foi deixada na estufa por 24h para adesdo e, ap0s esse
periodo, DHA ou AA foi adicionado no pogo. Como controle da expressdo de NFkB e
HMGBL1, um poco foi estimulado com 1ug/mL de LPS e 1mM de ATP.

Alcancado o tempo de estimulo, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4%
por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas por trés vezes e
permeabilizadas em Triton a 0,2% por 20 minutos em temperatura ambiente. Ap6s novas
lavagens, foi adicionada solucdo de bloqueio (2% de BSA, 5% de SFB e PBS) por 20
minutos a temperatura ambiente.

O anticorpo primario foi diluido em solucéo de bloqueio na proporcdo de 1:200 e
incubado overnight a 4°C. Apds esse periodo, as células foram lavadas e incubadas com
0 anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (1:2000 em PBS) por 1 hora a
temperatura ambiente. Foram feitas novas lavagens e, em seguida, incubacéo com o DAPI
(1:5000 em PBS) por 5 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram montadas com meio de montagem anti-decaimento da
fluorescéncia e as imagens foram obtidas no microscopio Leica TCS SP5 (Leica

Microsystems, DEU) com lente no aumento de 63x e zoom de 4x.

5.12. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo programa GraphPad Prism 6.0,
GraphPad Software, Inc. Os testes utilizados foram one-way ou two-way ANOVA
seguido do pos-teste de Turkey. Significancia estatistica foi assumida com valor de p
<0,05.

31



6. Resultado

Artigo: “Acido docosahexaendico induz o aumento da ativacdo da morte por

piroptose em células de cancer de mama MDA-MB-231”

Artigo original

Revista: Nutrition and Cancer

Apoio/financiamento: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPQq) processo n°® 482674/2012-1.

Resumo

Introducdo: A modulacdo das vias reguladas de morte, como a apoptose e a
piroptose, pode contribuir para o controle da progressdo tumoral. O &cido
docosahexaenoico (DHA) tem mostrado acdo antitumoral devido ao aumento da apoptose
no cancer de mama e ainda nao havia sido relacionado a piroptose. O presente estudo
buscou avaliar o efeito do DHA (6mega-3) ou do AA (6mega-6) sobre a morte por
apoptose e piroptose em células de cancer de mama. Metodologia: A linhagem celular
de cancer de mama MDA-MB-231 foi estimulada com diferentes concentragdes de DHA
ou AA. A gquantificacdo da morte por apoptose foi feita por marcagdo com Anexina-V/PI.
Foram analisadas a integridade da membrana, a expressao de caspase 1 ativa e clivada, a
secrecdo de IL-1p ¢ a translocagdo de NFkB e HMGBI para avaliar a morte por piroptose.
Resultados: Concentragdes acima de 200uM para o DHA e o AA foram consideradas
citotoxicas para MDA-MB-231. O DHA aumentou o percentual de apoptose e necrose a
partir de 50uM e levou a maior perda da integridade da membrana quando comparado a
mesma concentracdo de AA. A apoptose foi induzida pelo AA somente a partir de
200pM. A caspase-1 ativa e a translocacdo de HMGBL1 foram observadas nas células
tratadas com dosagens menores de DHA (100uM) quando comparado ao AA (200uM).
O DHA levou a secregdo de IL-1p a partir 50pM. Conclusdo: O DHA foi capaz de induzir
aumento da morte celular por apoptose a partir de 50uM e, a partir de 100uM, levou a
morte por piroptose em células de cancer de mama MDA-MB-231. Ele levou a um maior
percentual de apoptose quando comparado ao AA.

Palavras-chave: Cancer de mama, piroptose, DHA, 6mega 3
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Abstract

Introduction: Modulation of apoptosis and pyroptosis may contribute to the control
of tumor progression. Docosahexaenoic acid (DHA) increase apoptosis in breast cancer
cells and this study investigated the effect of DHA (omega-3 fatty acid) and AA (omega-
6 fatty acid) on breast cancer cells death by pyroptosis. Method: MDA-MB-231 breast
cancer cells were supplemented with different concentrations of DHA and AA. The
quantification of death by apoptosis was made by Annexin-V / PI staining. Membrane
integrity, active and cleaved caspase 1, secreted IL-1p and NFkB and HMGBI1
translocation were analysed to check pyroptosis. Results: DHA and AA were cytotoxic
for MDA-MB-231 at 200uM. DHA increased apoptosis and necrosis and induced loss of
membrane integrity. AA had the same effect at a higher concentration. DHA-treated cells
showed active caspase 1 and cytoplasmatic HMGB1 at lower concentrations when
compared to AA. DHA led to IL-1p secretion at 50uM. Conclusion: DHA increased cell
death by apoptosis at 50uM and led to pyroptosis at 100uM in MDA-MB-231 breast
cancer cells. It led to a higher percentage of apoptosis compared to AA.

Keywords: Breast cancer, pyroptosis, DHA, omega 3

33



Introducéo

O acido docosahexaenodico (DHA - 22:6 w-3), membro da familia dos acidos graxos
poli-insaturados 6mega 3, tem mostrado uma agdo antitumoral tanto in vivo quanto in
vitro, diminuindo a proliferacdo e aumentando a morte por apoptose em células de cancer
de mama (1-5). Ja o acido araquidénico (AA - 20:4 w-6), da familia dmega-6, esta
associado ao crescimento e a progressao tumoral (6,7).

Apoptose € o mecanismo de morte celular programada mediado por caspases pro-
apoptaticas e caracterizado por encolhimento celular, fragmentacdo nuclear, condensagéao
da cromatina e formagdo de corpos apoptoticos (8). Esse processo é considerado néo-
inflamatério por ndo apresentar rompimento da membrana e € necessario para
manutencdo da homeostase celular (9).

Além da apoptose, outros tipos de morte sdo citados na literatura como a necroptose
(10), a piroptose (11) e a pironecrose (12). A piroptose foi primeiramente descrita em
macrofagos infectados com Salmonella typhimurium (13) e hoje ja se sabe que ela pode
ocorrer em outros tipos celulares (14, 15) assim como ser ativada por diferentes estimulos
como etanol (14) e lipoproteina de baixa densidade oxidada (16). Ainda ndo ha estudo
descrevendo a a¢do de acidos graxos poli-insaturados na inducao desse tipo de morte.

A piroptose apresenta caracteristicas morfoldgicas similares as da apoptose e da
necrose (17). Ela apresenta aumento do volume celular, rompimento da membrana com
liberacdo de componentes intracelulares e fragmentacdo nuclear (18). Esse tipo de morte
é mediado pelas caspases humanas inflamatorias 1, 4 e 5 (19) que séo produzidas em sua
pro-forma inativa e, em seguida, ativadas pelo inflamassoma ou piroptossoma (18-22).
Dentre os diferentes tipos de inflamassoma, o melhor caracterizado é aquele composto
pelo receptor do tipo NOD contendo dominio pirina 3 (NLRP3), pela proteina tipo
particular associada a apoptose contendo CARD (ASC) e pela pro-caspase-1 (23).

Dois sinais sdo necessarios para ativacdo do inflamassoma NLRP3: (1) Primeiro sinal
que ira estimular a translocacdo do fator nuclear kappa B (NFkB) para o nlcleo e a
transcricdo dos genes de NLRP3 e pro-IL-1B e (IT) Segundo sinal que ird induzir a
formagdo do complexo do inflamassoma (24, 25) e a consequente ativagdo da pro-
caspase-1 (22, 26). Apds esse processamento, a caspase 1 cliva e ativa as citocinas pro-
inflamatorias IL-1p e IL-18 e leva a secrecdo de proteina do grupo de alta mobilidade B1
(HMGB1), IL-1B, IL-18 entre outras proteinas celulares (27,28).
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Estudos prévios mostraram que 0 DHA diminui a ativacdo induzida do inflamassoma
em macréfagos (29, 30). Até o momento ndo existiam estudos que mostrassem o efeito
do DHA na ativagdo do inflamassoma ou na indugéo de piroptose em células tumorais da
mama. Visto que o 6mega-3 possui acao antitumoral através do aumento de morte celular,
0 presente estudo buscou analisar se 0 DHA levaria ao aumento da morte por piroptose
em células de cancer de mama MDA-MB-231. O efeito do AA sobre a morte celular
também foi analisado.

Materiais e Métodos
Materiais e Reagentes

Acido docosahexaendico (DHA), &cido araquidénico (AA), meio L-15, 2-
mercaptoetanol e dimetilssulfoxido foram adquiridos de Sigma-Aldrich (USA). Soro fetal
bovino, antibidtico/antimicotico e meio RPMI-1640 foram adquiridos de GIBCO (USA).
As células MDA-MB-231 foram gentilmente fornecidas pelo prof. Dr. José Raimundo
Correa. Os reagentes para MTT, o DAPI e o Anti-HMGB1 foram adquiridos de Sigma-
Aldrich (USA). O kit de Anexina/PI foi adquirido da Life Technologies (USA). O lodeto
de Propideo e o Binding Buffer foram adquiridos de ENZO (USA). Anti- Caspase 1
clivada, Anti-pB-actina e Anti-NFkB foram adquiridos de Santa Cruz Biotechnology
(USA). Anticorpo secundario conjugado a peroxidase horseradish foi adquirido de
Jackson ImmunoResearch (USA). Anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 foi
adquirido da Invitrogen (USA). O sistema utilizado para eletroforese foi o da BioRad
(USA). O reagente FLICA foi adquirido da ImmunoChemistry (USA). O kit de ELISA
para IL-1p foi adquirido da BD Biosciences (USA).

Cultivo celular e tratamento

A célula MDA-MB-231 foi cultivada em meio L-15 enriquecido com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibiotico/antimicético e incubada em estufa a 37°C livre de CO..
Os mondcitos humanos foram obtidos do isolamento de células mononucleares do sangue
periférico humano (PBMC). O sangue periférico de doadores foi coletado e, em seguida,
colocado em tubos falcon com Histopaque na propor¢cdo 1:1. Os tubos foram
centrifugados e, dentre as quatro fases formadas, foi coletado o anel branco

correspondente ao PBMC. As células foram plaqueadas e, ap6s estimulo com os acidos
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graxos, 0 sobrenadante foi descartado. Assim, somente 0s mondcitos que aderiram ao
fundo da placa foram analisados.

O é&cido docosahexaendico foi diluido em dimetilssulfoxido e o acido araquidénico,
em etanol absoluto J.T.Baker®. Os dois foram armazenados a -20°C protegidos da luz em
um frasco de vidro previamente autoclavado. Antes do estimulo das células, o estoque de
acidos graxos foi retirado do freezer, vortexado por 60 segundos e levado ao sonicador
por 30 segundos.

Viabilidade celular

O reagente MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) foi
utilizado para anélise de viabilidade celular. As células foram estimuladas com diferentes
concentracdes de DHA ou AA e, ap0s o tempo de estimulo, o sobrenadante dos pogos foi
substituido por uma solucdo de 10% MTT 5mg/mL diluido no préprio meio de cultura
celular. Em seguida, a placa foi incubada por 3h protegida da luz na estufa de cultivo. O
sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan formados foram diluidos em 100pL
de DMSO. A absorbancia foi lida a 570nm pelo espectrofotdmetro SpectraMax M3
(Molecular Devices, USA).

Anélise de apoptose e necrose

Para analise de morte celular por apoptose e necrose, as células foram marcadas com
Anexina-V e Pl e analisadas em citdmetro FACS Calibur (BD Biosciences, USA). Tanto
as células aderidas no fundo do poco, quanto aquelas no sobrenadante foram analisadas.
Ap0s o tratamento com o acido graxo, as células foram marcadas com 1,25uLL de Anexina
e 0,25uL de solucao de Todeto de Propideo — P1 (100 pg/mL) em 25uL de Binding Buffer.
Em seguida foi feita incubacdo por 10 minutos protegida da luz e quantificacdo no

citbmetro.

Integridade da membrana celular

O lodeto de Propideo (PI) foi utilizado para analise da integridade da membrana
celular. As células foram estimuladas com diferentes concentragcdes de DHA ou AA e,
apos o tempo de estimulo, o sobrenadante dos pogos foi centrifugado a 300G por 5
minutos para analise do precipitado. As células desaderidas do poco e o precipitado foram
marcados com 0,5uL de solucdo de PI (100 pg/ml) em 20uL de Binding Buffer por 10
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minutos protegido da luz. Em seguida, foi feita quantificacdo por citometria de fluxo em
citometro FACS Verse (BD Biosciences, USA).

Preparacao do lisado celular

Depois de estimuladas, as células foram lisadas com solucdo de Tris 50mM, NaCl
150mM, EDTA 5mM, 1% de Triton X-100 e inibidor de protease 1x por 30 minutos a
4°C. Em seguida elas foram centrifugadas a 17000G por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante com a amostra de proteina foi coletado e armazenado a -80°C. A dosagem
de proteinas foi feita pelo método descrito anteriormente (31). Quando necessaria, foi
feita concentracdo de proteinas. Para isso, 0 volume equivalente a 20ug de proteina da
amostra foi separado e colocado em solucéo de acetona: metanol (8:1) na propor¢éo de
1:9 overnight a 4°C. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 10000G por 10 minutos a

4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi armazenado a -20°C.

Anélise da expressdo de proteinas

A anélise de expressao da Caspase 1 clivada foi feita por Western Blot. As amostras
de proteina foram diluidas em tampdo (Tris 125mM, 20% de glicerol, 10% de 2-
mercaptoetanol, 4% de SDS e 0,004% de azul de bromofenol) e fervidas por 3 minutos
antes de serem colocadas no gel de poliacrilamida-SDS. As amostras correram em tampé&o
Tris-Glicina a 100V no gel concentrador e a 150V no gel separador a temperatura
ambiente. Em seguida foi feita a transferéncia da proteina do gel para a membrana de
nitrocelulose em sistema semi-dry a 10V por 20 minutos a temperatura ambiente. A
membrana foi bloqueada por 1 hora sob agitacdo com solucdo de TBS (Sigma-Aldrich,
USA), 0,05% de Tween20 e 5% de leite desnatado. Apds esse periodo, foi feita lavagem
(TBS e 0,05% de Tween20) e incubac¢do overnight sob agitacdo com o anticorpo primario
a 4°C. Em seguida, foram feitas mais lavagens e incubacdo de 2 horas a temperatura
ambiente com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase horseradish. A B-actina foi
utilizada como um controle interno do experimento para confirmar se houve um
carregamento igual de proteina das amostras. Para a revelacdo, foi utilizado reagente de

deteccdo para Western Blot da GE Healthcare Life Sciences (UK).

Anélise de caspase 1 ativa e secre¢édo de IL-1p
O reagente FLICA foi utilizado para analise da caspase 1 ativa por citometria de

fluxo. A andlise foi feita segundo as recomendag6es do kit. Para dosar a quantidade de
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IL-1pB secretada pela célula, foi utilizado o método ELISA. Apos o estimulo celular, o
sobrenadante dos pocos foi guardado a -20°C até a analise por ELISA. No dia do
experimento, o anticorpo de captura foi colocado em uma placa de 96 pocos e incubado
overnight a 4°C. Em seguida, foram feitas 3 lavagens com PBS e 0,05% de Tween e
bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente com Assay Diluent. As diferentes amostras
de sobrenadante, assim como a solugdo padréo, foram colocadas nos pocos e a placa foi
incubada novamente overnight a 4°C. Em seguida, os pogos foram lavados e foi colocado
o0 anticorpo de deteccdo para IL-1p. A placa foi incubada por 1h em temperatura ambiente.
Foi feita lavagem, adicdo da solucdo de streptavidina e incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente protegido da luz. Mais lavagens foram realizadas e 50uL da
solucdo de substrato foi adicionada por pogo. Apds 10 minutos, foi colocada a solugdo de
parada e a absorbancia foi lida a 450nm pelo espectrofotdmetro SpectraMax M3
(Molecular Devices, USA).

Anélise de HMGBL1 e NFkB por imunofluorescéncia

Para verificar a localizacdo das proteinas HMGB1 e NFkB na célula de cancer foi
feita imunomarcacdo intracelular e analise por microscopia de fluorescéncia confocal.
Alcancado o tempo de estimulo, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por
10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas por trés vezes e
permeabilizadas em Triton a 0,2% por 20 minutos em temperatura ambiente. Apos novas
lavagens, foi adicionada solucdo de bloqueio (2% de BSA, 5% de SFB e PBS) por 20
minutos a temperatura ambiente. O anticorpo primario foi diluido em solucéo de bloqueio
e incubado overnight a 4°C. Apo0s esse periodo, as células foram lavadas e incubadas com
0 anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (1:2000 em PBS) por 1 hora a
temperatura ambiente. Foram feitas novas lavagens e, em seguida, incubacéo com o DAPI
(1:5000 em PBS) por 5 minutos & temperatura ambiente. As imagens foram obtidas no
microscopio Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, DEU).

Anélise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando programa GraphPad
Prism 6.0, GraphPad Software, Inc. Os testes utilizados foram one-way ou two-way
ANOVA para comparacdo de médias, seguido do pos-teste de Turkey. Significancia

estatistica foi assumida com valor de p <0,05.

38



Resultados
Viabilidade celular de MDA-MB-231

Para avaliar se 0 DHA e o AA possuiam efeito citotoxico em células de cancer de
mama triplo-negativo, foi feito ensaio de viabilidade por MTT. A figura 1 mostra que o
DHA e 0 AA diminuiram a viabilidade de MDA-MB-231 na concentra¢do de 200uM
(p<0,05). Esse efeito ndo foi tempo nem dose-dependente. Apos 24 horas de tratamento,
a reducdo da viabilidade celular por 200uM de DHA e AA foi de 52,4% e 38,8%
respectivamente. O etanol e 0 DMSO n&o alteraram a viabilidade celular de MDA-MB-
231 em 24 horas e, por isso, podem ser utilizados como veiculos de diluigdo dos acidos

graxos (Figura Suplementar 1).
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Figura 1 -DHA e AA diminuem a viabilidade celular de MDA-MB-231 em 24 horas. As
células foram tratadas com diferentes concentracfes de DHA ou AA por 24 e 48 horas € a
viabilidade celular foi avaliada por marcacdo com MTT. Os dados estdo apresentados como
percentual de viabilidade celular em relacdo as células ndo marcadas. Cada ponto representa a
média do percentual £ DP. (n=3) *p<0,05 em relacdo as células ndo estimuladas (OuM).
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Viabilidade celular de mondcitos humanos

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade de células ndo tumorais ao efeito citotoxico
do DHA e do AA, foi feita anélise de viabilidade celular de mondcitos humanos apds
tratamento com esses acidos graxos. Em 24 horas de estimulo ndo houve diferenca
significativa da viabilidade celular. Entretanto, apos 48 horas, o nimero de células viaveis
diminuiu significativamente com as maiores concentracdes dos acidos graxos (Figura 2).
O AA mostrou-se mais citotdxico pois foi capaz de diminuir a viabilidade das células na
dosagem de 100uM, efeito ndo visto no DHA a 100uM (Figura 2).
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Figura 2 -DHA e AA ndo afetam a viabilidade celular de mondcitos humanos em 24 horas.
As células foram tratadas com diferentes concentragdes de DHA ou AA por 24 e 48 horas e a
viabilidade celular foi avaliada por marcacdo com MTT. Os dados estdo apresentados como
percentual de viabilidade celular em relagdo as células ndo marcadas. Cada ponto representa a
média do percentual £ DP. (n=2) *p<0,05 em relacédo as células ndo estimuladas (OpM).
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Morte por apoptose e necrose
Para investigar se a diminuicgdo da viabilidade celular induzida pelos acidos graxos

aconteceu por aumento da morte celular, foram feitas analises de apoptose e necrose. A
figura 3 mostra que o DHA, a partir de 50M, desencadeia aumento de apoptose e necrose

em MDA-MB-231. O AA também aumentou o percentual de morte, porém seu efeito so

foi visto com 200uM.

CNE
4
i1 Q2
2,06 0,39
g 1EI3'
3
g 9
g‘ 1073
&
=
a3 1
]
Q3
038
10
10U 101 102 103 104
FL1-H : FL1-Height
DHA 50uM DHA 100pM DHA 200pM
Q2 Q2 10 3 Q1 Q2
14,0 21,7 14,1 17,8
3 3 £
3 3 F
PI ) z £ 5
& & £r
= = =
9 9 I
A A E
Q3 Q3 3
14,7 S 274 " 22,9
i1 10
lI][I lEI1 1EI2 1EI3 lIZI‘l IDD lIZIl ID] 1EI3 1EI‘1 IDD 1EIl lI];, lI]3 1EI‘1
FL1-H : FL1-Height FLI-H = FL1-Height FLI-H :: FL1-Height
AA 50pM AA 100uM AA200uM
4 4 4
10 3 Ql Q2 10 Ql Q2 10 4 Ql Q2
0,84 0,95 5,19 6,81 133 26,0
ERC 2 2 0o
E E E
g . = 2 5]
g 10 g El 10
& & &
T T I
E |D‘ E ; 10‘
Q3
) 0,40 )
10 10
2 3 4 ] 3
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FL1-H  FL1-Height FL1-H: FL1-Height FL1-H = FL1-Height

ANEXINA

Figura 3 — O DHA induz maior percentual de morte por apoptose e necrose quando
comparado ao AA. As células MDA-MB-231 foram tratadas com diferentes concentracdes de
DHA ou AA por 24 horas e marcadas com Anexina-V e Pl. Os dados estdo apresentados como
percentual de células por quadrante (Q), sendo Q1 correspondente a necrose, Q2 a apoptose tardia,
Q3 & apoptose e Q4 as células vivas. Os dados sdo representativos de dois experimentos.
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Count

Na concentragdo de 100uM de DHA, o percentual de morte aumentou
aproximadamente 20 vezes quando comparado ao controle e 4 vezes quando comparado

ao AA na mesma concentragao.

Perda da integridade da membrana

Visto que o DHA foi capaz de induzir aumento de morte por necrose, a perda da
integridade da membrana foi avaliada apds estimulo com os acidos graxos. Apds 6 horas
de tratamento, ndo houve alteracdo dessa integridade (dado ndo mostrado). A figura 4
mostra que, apdés 24 horas, o0 DHA foi capaz de aumentar a perda da integridade da
membrana a partir de 50uM. Ja o AA s apresentou esse efeito em uma concentragdo
quatro vezes maior (200puM) que o DHA. Os veiculos em que 0s &cidos graxos estavam

diluidos néo alteraram esse aspecto (Figura Suplementar 3).
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Figura 4 -DHA induz perda da integridade da membrana de MDA-MB-231. As células
foram estimuladas nas concentrac@es indicadas de DHA (A) ou AA (B) 24 horas e a integridade
da membrana celular foi avaliada por marcacdo com lodeto de propideo. A média da intensidade
de fluorescéncia esta indicada ao lado de cada estimulo. Os histogramas s&o representativos de
dois experimentos. Os histogramas sao equivalentes a analise da populacao total de células.
Translocacéo de NFkB

O DHA e o0 AA ndo foram capazes de induzir a translocacdo de NFKB para o nucleo

em células MDA-MB-231 ap06s 18 horas de tratamento (Figuras 5 e 6).
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BRIGHT Figura 5 -DHA ndo induz a
FIE . translocacdo de NFkB. As celulas
foram estimuladas nas concentracdes
indicadas de DHA por 18 horas e, em
seguida, foi feita imunomarcacdo e
andlise por microscopia confocal. O
nucleo estd corado em azul e o NFkB,
em vermelho.
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Figura 6 — AA ndo induz a
translocacdo de NFkB. As células
foram estimuladas nas concentragdes
indicadas de AA por 18 horas e, em
seguida, foi feita imunomarcacdo e
analise por microscopia confocal. O
nucleo esta corado em azul e o NFkB,
em vermelho.



Ativacao de caspase 1

Tanto o DHA quanto o AA aumentaram os niveis de caspase-1 ativa (Figura 7) apos
6 horas de tratamento, sendo que esse aumento foi significativo para as concentracdes de
100 e 200uM de DHA e apenas na concentracdo de 200uM de AA.
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Figura 7 -DHA ativa a caspase-1 em MDA-MB-231. As células foram estimuladas nas
concentragdes indicadas de DHA (A) ou AA (B) por 6 horas e a quantidade de caspase-1 ativa foi
avaliada por marcacdo com FLICA. A média da intensidade de fluorescéncia esté indicada ao
lado de cada estimulo. Os histogramas séo representativos de dois experimentos. Os histogramas
sdo equivalentes a analise de células vivas. Foi feita analise do percentual de células positivas
para 0 FLICA ap6s estimulo com DHA (C) ou AA (D). Cada barra representa a média do
percentual £ DP. CNE: Controle de células ndo estimuladas com acido graxo. *p<0,05 em relagdo
ao CNE.
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Clivagem de caspase 1
Anélise da caspase 1 clivada foi feita por Western Blot. A figura 8 mostra maior
expressdo da caspase 1 clivada apds tratamento com DHA por 12 horas.
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Figura 8 — Efeito do DHA e do AA na expressdo de caspase-1 clivada em MDA-MB-231. As
células foram estimuladas nas concentraces indicadas de DHA ou AA por 12 horas e a
guantidade de caspase-1 clivada foi avaliada por Western Blot (A). A intensidade das bandas foi
normalizada de acordo com a B-actina. O grafico (B) mostra o nivel de expressao da caspase 1
clivada em unidades arbitrarias. CNE: Controle de células ndo estimuladas com &cido graxo.
Lipopolissacarideo (LPS) e ATP foram utilizados como controle da ativa¢do do inflamassoma.

Secrecdo de IL-1p

A caspase 1 ativa é responsavel pela ativagdo e secrecdo de IL-1p sendo esse
evento necessario para desencadear a morte por piroptose (27, 32). O tratamento com
DHA e AA por 6 horas ndo induziu secrec¢do da IL-1p. Ja com 18 horas de tratamento,
apenas o DHA, em todas as concentragcOes testadas, foi capaz de aumentar

significativamente a secrec¢éo de IL-1p.
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Figura 9 — DHA aumenta a secre¢do de IL-1 por MDA-MB-231. As células foram
estimuladas nas concentracdes indicadas de DHA ou AA por 6 ou 18 horas e a secrecdo da
citocina foi avaliada por ELISA. Os dados estdo apresentados em pg/mL de IL-1p no
sobrenadante celular. Cada barra representa a média da concentracdo + DP. Os dados sdo de um
experimento em triplicata. CNE: Controle de células ndo estimuladas com &cido graxo. *p<0,05
em relagdo ao CNE de 18 horas de tratamento.

Secre¢do de HMGBL1
O tratamento com DHA induziu translocacdo de HMGB1 do ndcleo para o
citoplasma (Figura 10) nas concentragdes de 100 e 200uM. O mesmo efeito foi visto com

0 AA, porém, apenas na concentra¢dao de 200uM (Figura 11).

47



BRIGHT Figura 10 — DHA induz a
translocacdo de HMGBL1. As células
foram estimuladas nas concentragdes
indicadas de DHA por 18 horas e, em
seguida, foi feita imunomarcacdo e
analise por microscopia confocal. O
nacleo estd corado em azul e a
HMGBL1, em vermelho.
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Figura 11 — AA induz translocacao
de HMGB1. As células foram
estimuladas nas  concentracdes
indicadas de AA por 18 horas e, em
seguida, foi feita imunomarcacéo e
analise por microscopia confocal. O
nacleo estd corado em azul e a
HMGB1, em vermelho.

HMGBI1 MERGE

49



Discusséo

Considerando 0 nosso conhecimento, esta é a primeira vez em que é mostrado que
na presenca de DHA ocorre 0 aumento da secrecdo de IL-1p, a ativagao e clivagem de
caspase 1, a perda da integridade da membrana celular e a translocacdo do HMGB1 em
células de cancer de mama triplo-negativo. Diversas pesquisas ja mostraram o efeito
antitumoral in vitro e in vivo desse acido graxo, porém, nenhuma delas avaliou a indugéo
dos marcadores citados no presente estudo. (4, 33-35).

O efeito citotoxico do DHA e do AA foi avaliado sobre células de cancer de mama
triplo-negativo e foi verificado que os dois diminuiram significativamente a viabilidade
dessas células a 200uM. Entretanto, visto que o AA ndo possui acdo antitumoral (6) e
ainda assim diminuiu a viabilidade celular, sugere-se que esse efeito tenha sido devido a
alta concentracdo de &cido graxo no meio de cultura. O AA pode ter um efeito toxico e
levar & morte celular se estiver acumulado no citoplasma celular em sua forma néo
esterificada (36).

Mansara e colaboradores (37) relataram que o DHA s6 foi capaz de diminuir a
viabilidade de MDA-MB-231 a partir de 280uM, uma concentracdo maior do que a
verificada em nossos dados. J& Blanckaert e colaboradores (38) verificaram efeito
citotoxico desse &cido graxo com apenas 100uM na mesma linhagem celular.

No tratamento do cancer, é interessante que 0s agentes terapéuticos utilizados tenham
efeito citotoxico especifico para as células tumorais, ndo afetando a viabilidade das
células saudaveis. A concentracdo de 200uM de DHA, que reduziu em 50% a viabilidade
de MDA-MB-231, ndo afetou a viabilidade de mondcitos humanos em 24 horas,
mostrando que essa dosagem foi citotoxica apenas para as células tumorais. Outras
pesquisas confirmaram esta acdo com a MCF-10, uma linhagem de células ndo tumorais
da mama (37, 39).

A diminuicdo da viabilidade pode ocorrer por diminui¢cdo da proliferacdo e/ou
aumento da morte celular (40). Foi verificado que o DHA a partir 50uM induz aumento
de morte tanto por apoptose quanto por necrose. Estudos anteriores também mostraram
que o DHA aumenta a morte por apoptose devido a maior ativacdo das caspases 3, 8 e 9,
ao aumento da condensagdo nuclear, a clivagem de poli(ADP-ribose)polimerase e a
externalizacao de fosfatidilserina em MDA-MB-231 (3-5, 28).

Xiong e colaboradores (4) e Lee e colaboradores (5) observaram maior percentual de

morte via apoptose induzido pelo DHA em MDA-MB-231, entretanto, eles consideraram



as células duplamente positivas para Anexina-V e Pl como células apoptdticas, o que ndo
foi feito no presente estudo. Nossos dados mostram que o DHA leva a um maior
percentual de morte em células de cancer de mama quando comparado a mesma
concentracédo de AA.

Além da apoptose, 0 DHA levou ao aumento de necrose, indicando que outros
mecanismos de morte também podem estar envolvidas no efeito antitumoral in vitro desse
acido graxo. A necrose mostra que a célula jA morreu e atingiu o equilibrio com o
ambiente, mas ndo indica o mecanismo pelo qual isso aconteceu (41). Uma possibilidade
é a morte por piroptose visto que ela é caracterizada pelo rompimento da membrana e
pela liberagdo dos componentes intracelulares (17).

O DHA a 50 e a 100uM levou a perda da integridade da membrana de MDA-MB-
231 ap0s 24 horas de estimulo. Visto que esse € o evento final da piroptose, e que em 6
horas de tratamento ndo houve alteracdo da integridade, sugere-se que o desencadeamento
da morte através da ativacdo do inflamassoma se inicie antes de 24 horas.

O inflamassoma pode levar a morte por piroptose por um mecanismo ainda
desconhecido (42). Sabe-se que os inflamassomas canénicos recrutam a pré-caspase 1
levando a sua ativacdo, e que essa enzima ativa citocinas pro-inflamatorioas e pode
induzir a morte celular (43). As caspases humanas 4 e 5 sdo homdlogas a caspase murina
11 e podem ser ativadas por inflamassoma ndo-can6nico e levar a piroptose (44).

O inflamassoma candnico formado por NLRP3, ASC e pré-caspase 1 é o melhor
descrito até o momento (23). A translocacdo de NFKB para o nucleo é importante para a
ativacdo desse inflamassoma porque esse fator é responsavel pela transcrigdo dos genes
de pro-1L-1b e NLRP3 (24). No presente estudo néo foi verificada a translocacdo dessa
proteina apos estimulo com DHA por 18 horas. Pesquisas mostram que 0 DHA e 0 EPA
diminuem significativamente a ligacdo de NFkB ao DNA em células MDA-MB-231
(45,46), corroborando com o0s nossos achados. Além disso, Horia e colaboradores (47)
mostraram que o DHA é capaz de diminuir a expressdo génica de NFkB em MDA-MB-
231.

Diversos inflamassomas estdo envolvidos na ativacdo de caspase 1, entre eles o
NLRP3, o NLRP1 e 0 AIM2 (23). O DHA foi capaz de aumentar a caspase 1 ativa na
concentracdo de 100uM apds 6 horas de estimulo (p<0,05). Apesar do DHA e do AA
terem levado a perda da integridade da membrana celular e a ativagdo de caspase na
concentracdo de 200uM, esse efeito pode ser resultado de uma alta concentragédo

utilizada.
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Snodgrass e colaboradores (48) mostraram que mondcitos humanos privados de soro
fetal bovino tiveram maior expressdo de caspase 1 ativa apds estimulo com baixas
concentracdes de DHA. Esse dado mostra 0 mesmo padréo de resposta encontrado na
MDA-MB-231, porém, em menor dosagem. Até o momento, a literatura ainda ndo havia
mostrado a maior expressao de caspase 1 ativa induzida pelo DHA em células de cancer
de mama.

Depois de ativada, a caspase 1 age sobre a pro-1L-1p, ativando-a e induzindo a sua
secrecdo (20). Como esperado, o0 DHA a 100uM induziu aumento significativo da
secre¢do dessa citocina em um tempo posterior (18 horas) a ativacdo da caspase (6 horas).
Um achado interessante € que a concentracdo de 50uM de DHA foi capaz de aumentar a
secrecdo de IL-1PB sem a ativagdo prévia de caspase-1. Assim, sugere-se que outras
caspases também possam estar envolvidas na secrecdo desta citocina induzida. Estudos
ja mostraram que a interacdo entre as caspase 1 e 5 (20) e entre as caspases 1 e 4 levam a
maior ativacao da pro- IL-1p (49).

O fato de que o DHA levou a ativacdo de caspase 1 e a secrecdo de IL-1B, mas ndo
induziu a translocacdo de NFkB para o nucleo sugere que o inflamassoma ativado por
esse acido graxo pode ndo ter sido o NLRP3.

Nossos dados indicam que o desencadeamento da piroptose pelo DHA a 100uM
inicia-se a partir de 6 horas de tratamento e estende-se até 24 horas. A ativacdo da caspase
1 ja foi visivel em 6 horas de estimulo e a secre¢do de IL-1p, em 18 horas. Ja a perda da
integridade da membrana ocorreu no tempo de 24 horas.

A secrecdo de HMGB1 ocorre ap6s a ativacdo da caspase 1 por diferentes
inflamassomas (28) e a translocacdo dessa proteina do nucleo para o citoplasma é um
evento necessario para a sua posterior secrecdo em células imunologicas (28, 50). Nossos
dados mostraram que o DHA a 100uM induziu a translocacdo de HMGB1 ap6s 18 horas
de estimulo e, em maior concentragdo, ela mostrou-se acumulada préxima a membrana
celular de MDA-MB-231. Ainda ndo h& dados na literatura que corroborem este
resultado. Assim, este acUmulo pode representar o processo de secre¢do da HMGBL,
sendo necessarios outros experimentos para confirmar esse dado.

Inicialmente, pensava-se que as células apoptéticas ndo secretavam HMGBL1 (51),
mas um estudo recente mostrou que essa proteina é secretada pelas células em apoptose
tardia (52). Assim, a translocacdo de HMGB1 induzida pelo DHA pode ter ocorrido pela

inducdo de piroptose e pelo aumento da apoptose tardia.
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Nossos dados mostram que, na presenca de DHA, ocorre maior aumento de morte
celular quando comparado ao AA e que a acdo in vitro do DHA no cancer de mama
envolve a ativagdo das vias de morte por apoptose e piroptose. Sugere-se que 0
mecanismo pelo qual o DHA modula a ativacdo da piroptose ndo envolva os mediadores
lipidicos anti-inflamatorios ou a modulacdo de genes envolvidos da inflamacdo. A via
mais indicada seria através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) visto que eles medeiam a a¢do antitumoral in
vitro do DHA pela inducao de um outro tipo de morte, a apoptose (4, 34).

Em macrofagos, o DHA diminui a ativacao do inflamassoma induzida por LPS/ATP
através da menor translocacdo de NFkB, menor ativacéo de caspase 1 e menor secrecao
de citocinas pro-inflamatorias (29, 30). No cancer, um unico estudo mostrou que o DHA
inibiu a ativacdo do inflamassoma induzida por palmitato em células de carcinoma
hepatocelular (53). A ativacdo do inflamassoma NLRP3 se da por diversas moléculas
derivadas de patégenos ou do proprio hospedeiro, enquanto que o NLRP1b, o NLRC4 e
0 AIM2 séo ativados por componentes bacterianos ou virais. Outras vias de ativacdo ainda
estdo sendo estudadas, assim como novos inflamassomas (43).

Estudos recentes mostram que 0s acidos graxos saturados também sdo capazes de
ativar esse complexo multiproteico. O acido graxo saturado palmitico leva a
heterodimerizacéo dos receptores do tipo Toll 1 e 2 e consequente expressdo de pro-1L-
1B que ¢é clivada e secretada por monocitos, e ainda aumenta a expressdo de NLRP3
contribuindo para a ativacdo dessa citocina (48). Outro estudo mostrou que o palmitato
atua como um segundo sinal na ativacdo do NLRP3 em macro6fagos através da geragdo
de ROS mitocondrial (54). Os mondcitos possuem caspase 1 ativa constitutivamente e o
primeiro sinal é suficiente para a ativacdo das citocinas pro-inflamatérias, ja os
macrofagos necessitam de dois sinais para a ativacdo do inflamassoma (55)

O palmitato é capaz de ativar o inflamassoma NLRC4 em células de carcinoma
hepatocelular e a diminuicdo da expressdo dessa proteina ndo anula a secrecdo de IL-1
induzida pelo acido graxo. 1sso mostra que outros inflamassomas também sdo ativados
pelo palmitato na célula tumoral (53).

Visto que o &cido graxo poli-insaturado DHA difere do palmitato e ndo induz a
dimerizacéo de receptore do tipo Toll (48) e que o seu efeito antitumoral in vitro ocorre
por meio de ROS e ERE (4, 34), sugere-se que a ativacdo do inflamassoma por esse acido
graxo também envolva a inducdo de ROS e/ou do ERE. O tratamento com DHA induz o

ERE em células MDA-MB-231 (4) e esse estresse ativa o inflamassoma NLRP3 em

53



macrofagos (56, 57) e hepatocitos (58). O DHA também aumenta a quantidade de ROS
em células de cancer de mama (4, 34) e estudos sugerem que as espécies reativas de
oxigénio estejam envolvidas na ativacdo do inflamassoma, sendo que os resultados ainda
sdo controversos (59).

Mais estudos sdo necessarios para mostrar o mecanismo pelo qual o DHA aumenta
a ativacdo do inflamassoma em células MDA-MB-231, qual complexo estd sendo
ativado, quais caspases estdo envolvidas e como a ativacdo desse complexo leva a morte.

Os nossos dados indicam que o DHA leva a morte por piroptose nas células MDA-
MB-23. A maior perda da integridade da membrana, a ativacdo da caspase 1, a secrecao
de IL-1pB e a translocacdo de HMGBL1 para o citoplasma foram indicadores desse tipo de
morte. E sabido que estes marcadores também participam da sinalizacio de outras vias
de morte (12, 60), por isso, mais estudos sdo necessarios para demonstrar as a¢des do
DHA na piroptose. O acido graxo DHA ainda levou a um maior percentual de morte por
apoptose quando comparado ao AA. Os principais achados do estudo estdo
esquematizados na figura 12.
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Figura 12 — Acdo do DHA em células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-
231. O DHA a 100uM induz aumento da morte por apoptose e piroptose em MDA-MB-
231. A piroptose foi avaliada pela ativagcdo da caspase 1 em 6 horas, clivagem dessa
enzima em 12 horas, maior secre¢do de IL-1B e translocacdo de HMGB1 para o
citoplasma em 18 horas e rompimento da membrana celular em 24 horas. O DHA néo foi
capaz de induzir a translocacdo de NFkB em 18 horas.
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Figura Suplementar 1 — Etanol e DMSO néo
alteram viabilidade celular de MDA-MB-231. As
celulas foram tratadas com 2% de etanol ou 1%
DMSO por 24h e a viabilidade celular foi avaliada por
marcacdo com MTT. Os dados estdo apresentados
como percentual de viabilidade celular em relacéo as
células ndo marcadas. Cada barra representa a média
do percentual £ DP. (n=3) CNE: Controle de células
ndo estimuladas com 4&cido graxo. *p<0,05 em
relacdo ao CNE
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Figura Suplementar 2 —Etanol e do DMSO néao
alteram integridade da membrana de MDA-MB-
231. As células foram tratadas com 2% de etanol (ET)
ou 1% DMSO por 24h e a integridade da membrana
foi avaliada por marcacdo com P1. Os histogramas séo
representativos de dois experimentos. Os histogramas
sdo equivalentes a analise da populacdo total de

células.
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7._Conclusdes

Conclui-se que, além da apoptose, o0 DHA induz piroptose em células de cancer
de mama triplo-negativo MDA-MB-231. Estudos prévios ja haviam descrito a acédo
antitumoral do DHA através da inducdo de apoptose, entretanto, nenhum deles havia
indicado a inducéo de piroptose.

O presente estudo mostrou que o DHA leva a um maior percentual de morte por
apoptose quando comparado a mesma concentracdo de AA. Além disso, o AA nao foi
associado a morte por piroptose.

A maior perda da integridade da membrana, a maior ativagdo de caspase 1, a
clivagem da caspase 1, a secrecdo de IL-1p e a translocacdo de HMGBL1 induzidas pelo
DHA a 100uM indicam que esse acido graxo induz piroptose em células de cancer de
mama triplo-negativo e esse resultado abre portas para a investigagdo de novos
mecanismos da acdo antitumoral do DHA.
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