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Analise da modulacao de parametros carcinogénicos de células de cancer de ovario pelo
Omega-3 (acido docosahexaenoico — DHA)

Resumo

Dissertacdo de Mestrado

Gabriel Pasquarelli do Nascimento

O é4cido docosahexaenoico (DHA) é um é&cido graxo da familia dos Omega-3 obtido
principalmente a partir do 6leo de peixe. O consumo em quantidades adequadas desse acido
graxo esta associado a diminuicdo do risco de desenvolvimento de diversas patologias,
incluindo doencas neuroldgicas, cardiovasculares e cancer. Por apresentar acGes inibitdrias
sobre proliferacdo, angiogénese e metastase e por favorecer morte de células de diversos
modelos de céancer, o DHA vem se mostrando eficiente na diminuicdo de riscos de
desenvolvimento de diversos tipos de tumores. No entanto, pouco é conhecido sobre a agdo do
DHA sobre o cancer de ovario. O objetivo desse estudo é analisar os efeitos do &cido graxo
omega-3 DHA sobre pardmetros celulares e perfil de morte de células de cancer de ovério
humano A2780 in vitro. Nossos resultados indicaram que o DHA induz citotoxicidade sobre
células de cancer de ovario humano A2780, favorecendo a ocorréncia de poros na membrana
plasmatica dessas células, morte litica, fragmentacao nuclear, ativagao de caspase-1 e clivagem
de Gasdermin-D. Além disso, nossos resultados sugeriram que o DHA inibe proliferacéo,
progressdo do ciclo celular e formacgdo de coldnias em células A2780. O DHA aumenta
biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) e secre¢do de interleucina-6 (IL-6) nessas células. O
DHA ndo modula os niveis de espécies reativas de oxigénio nem a secre¢do de IL-1p e TNF-a
em células A2780. Portanto, esse trabalho caracterizou o impacto do DHA sobre varios
parametros celulares de células A2780, além de indicar o efeito indutor de piroptose do DHA
sobre essas células de cancer.



Analysis of the modulation of ovarian cancer cell carcinogenic parameters by Omega-3
(docosahexaenoic acid — DHA)

Abstract

Dissertacdo de Mestrado

Gabriel Pasquarelli do Nascimento

Docosahexaenoic acid (DHA) is a fatty acid from the omega-3 family obtained mainly from
fish oil. The adequate consumption of this fatty acid is associated with decreased risk of
development of many pathologies, including neurological and cardiovascular diseases and
cancer. Because it presents inhibitory actions over proliferation, angiogenesis and metastasis
and favor cell death of many cancer models, DHA is shown as efficient on decreasing the risk
of development of several types of tumors. However, little in known about the action of DHA
on ovarian cancer. The objective of this study is to analyse the effects of the omega-3 fatty acid
DHA on carcinogenic parameters and death profile of human ovarian cancer cells A2780 in
vitro. Our results indicated that DHA induces cytotoxicity on human ovarian cancer cells
A2780, favoring the occurrence of pores in the plasma membrane of these cells, litic cell death,
nuclear fragmentation, caspase-1 activation and Gasdermin-D cleavage. In addition, our results
suggested that DHA inhibits proliferation, cell cycle progression and colony formation in
A2780 cells. DHA increases lipid droplet (LD) biogenesis and interleukin-6 secretion (IL-6) in
these cells. DHA modulate neither the levels of reactive oxygen species nor the secretion of
interleukin-1f and tumor necrosis factor a (TNF-a) in A2780 cells. Therefore, this work
characterized the impact of DHA on many carcinogenic parameters of A2780 cells and
indicated the pyroptosis-inducing effect of DHA on these cancer cells.



Lista de abreviaturas, acronimos, siglas e simbolos

ug Micrograma

UM Micromolar

A2780 Linhagem de célula de cancer de ovario humano

AA Acido araquiddnico

AlF Fator indutor de apoptose

ALA Acido o-linoleico

ASC Proteina associada a apoptose contendo dominio de recrutamento
de caspase

ATP Adenosina Trifosfato

BRCA Genes associados a epidemiologia de tumores de mama e ovario

CARD Dominio para recrutamento de caspa

cDAMPs Padroes associados a morte celular

CFSE Carboxifluoresceina succinimidil ester

CL Corpusculo lipidico

CO2 Dioxido de carbono

DAMPs Padrdes moleculares associados ao dano

DCF-DA 2,7’ Diclorodihidrofluoresceina-diacetato
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DNA Acido desoxirribonucleico
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GPX4 Glutationa peroxidase 4
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H Hora
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MLKL Proteina efetora da morte por necrose
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mTOR Proteina central em vias de sobrevivéncia celular

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

NFkB Fator nuclear kB

NLRP Receptor do tipo NOD que contém dominio pirina

Nm Nandmetro

PARP Poli-[ADP-ribose]-polimerase
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1. Introducéo

1.1. Cancer

Cancer é a segunda causa de morte mais comum, sendo superado apenas por doencas
cardiovasculares. Segundo a organizacdo mundial de saude (do inglés WHO) uma a cada seis
mortes é devido aos diversos tipos de malignidades, apresentando maior impacto em paises de
menor desenvolvimento econdémico por questdes de acessibilidade ao diagndstico e tratamento.
Como consequéncia da alta taxa de ocorréncia, o cancer vem impactando a economia mundial
de forma crescente, tendo mobilizado cerca de um trilhdo de dolares em diagndstico e
tratamento no ano de 2010 (WHO, 2018).

O céncer se desenvolve como consequéncia de alteragcbes no controle da proliferacéo
celular, morte, angiogénese, invasdo e metastase. A manutencdo dessas alteracBes é
influenciada pelo processo de selecdo natural darwiniana, favorecendo os clones com maior
vantagem frente aos obstaculos impostos pelo organismo (Shen & Laird 2013). A causa para
essas alteracOes de fendtipos celulares no cancer frequentemente reside no fato de ocorrerem
mutacdes ou alteracdes epigenéticas que modificam a expressao de genes somaticos. Mutagdes
se referem a modificacdo na sequéncia de nucleotideos que compde um gene (Hanahan &
Weinberg 2011). As alteracfes epigenéticas se caracterizam por serem processos de metilacédo
de DNA, modificagdo de histonas, remodelamento de nucleossomo e modulagdes mediadas
por RNAs (Dawson & Kouzarides 2012).

A desregulacdo de traducdo do RNA mensageiro é descrita como extremamente comum
em células cancerigenas. 1sso ocorre porque a sintese proteica elevada é necessaria para a
manutenc¢do do crescimento do tumor. Essa alteracdo em vias de sintese proteica normalmente
é associada ao aumento da atividade da proteina mTOR, a qual atua de forma central em
processos de sobrevivéncia e crescimento celular (Leibovitch & Topisirovic 2018). Estudos
vém indicando que RNAs ndo-codificantes interagem entre si e com outras espécies de acidos
ribonucleicos na modulagé@o dos processos celulares no desenvolvimento do tumor, indicando
que processos associados ao RNA mensageiro ndo sao os unicos a estarem relacionados ao
desenvolvimento de tumores (Ragusa et al. 2017).

Diversos estudos vém mostrando que tumores sdo extremamente heterogéneos como
resultado das alteraces genética e epigenéticas que ocorrem no desenvolvimento da doenca.
Mais de 250 tipos clinico-patoldgicos e centenas de neoplasias ja foram descritas. Um dos
fatores que levam a essa enorme variedade é consequéncia da heterogeneidade apresentada
pelos tumores estabelecidos em individuos (Ramén y Cajal et al. 2017). Outro importante fator
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relacionado a heterogeneidade de tumores é o fato de eles interagirem e modularem o
microambiente ao seu redor. Apesar de varios estudos apresentarem uma Visdo centrada no
tumor, é cada vez mais claro que o desenvolvimento e sobrevivéncia tumoral também estdo
associados ao microambiente no qual as células transformadas estdo inseridas. Ao passo que o
cancer progride, o microambiente tumoral co-evolue a um estado que favorece o
desenvolvimento e crescimento do tumor. Células endoteliais, fibroblastos, diversos leucocitos
e a matriz extracelular sdo exemplos de componentes desse microambiente (Pietras & Ostman
2010).

Estratégias anticancer atualmente utilizadas incluem quimioterapia, imunoterapia,
radioterapia, ou a combinacdo destas. No entanto, essas abordagens terapéuticas vém se
mostrando pouco eficazes e extremamente toxicas para células saudaveis (Kopeina et al. 2017).
Um ponto que vem preocupando as autoridades na area de salde e a populacdo em geral € a
resisténcia a drogas anti-cancer que muitos tumores vém apresentando. Segundo alguns
estudos, a ineficiéncia das terapias convencionais atualmente empregadas na busca pelo
tratamento do cancer reside em parte no processo de resisténcia tumoral a agentes empregados
para eliminar essa doenca. Essa resisténcia pode ser mediada por mecanismos de inibigcéo de
morte celular, modificacdes no metabolismo da droga, alteracdes epigenéticas e no alvo da
droga, aumento no processo de reparo de DNA e amplificacdo génica (Mansoori et al. 2017).

Uma das consequéncias da ocorréncia de resisténcia a drogas anti-tumorais é o
favorecimento ao processo metastatico. A metéstase se caracteriza por ser um processo de
colonizacdo de locais distantes do foco inicial de desenvolvimento do tumor. Sabe-se que
noventa por cento dos casos de metastase levam a morte como consequéncia da natureza
sistémica e resisténcia a terapias disponiveis, dando um caréater incuravel a doenca metastatica
(Valastyan & Weinberg 2011). Um outro ponto que especialistas vém enfocando € o
ressurgimento do tumor devido a dorméncia. O processo de ressurgimento do tumor anos e até
décadas ap0s a eliminacéo é chamado de dorméncia tumoral. Como descrito, essa dorméncia é
causada por uma parada mitdtica e de crescimento. A parada do crescimento esta relacionada
a um equilibrio entre divisdo e morte celular. Estudos vém demonstrando que células-tronco
tumorais possuem um importante papel no processo de reincidéncia do cancer. Essas células
caracterizam-se por serem mais resistentes a quimioterapia e radioterapia comparadas as outras

celulas tumorais (Gao et al. 2017).
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1.2. Cancer de ovario

O termo céancer de ovario se refere a alguns tipos histologicos de cancer. O mais comum,
0 epitelial, representa de setenta a oitenta por cento dos casos de cancer ovariano (Sundar et al.
2015). Cancer de ovario é a quinta malignidade mais comum em mulheres (Cornelison et al.
2017), sendo a causa de mais de cento e vinte mil mortes por ano (Jones et al. 2017) e a
malignidade de sistema reprodutor mais letal (Zhu et al. 2017). O cancer de ovério apresenta
um alto indice de letalidade por ser assintomético em estagios precoces e frequentemente ser
diagnosticado em etapas mais tardias do desenvolvimento do tumor (Khan et al. 2017), quando
as taxas de sobrevivéncia por mais de cinco anos sdo de 30 % (Jones et al. 2017), e por possuir
alta taxa de recorréncia ap06s cirurgia e quimioterapia (Li et al. 2014). Paridade, amamentacé&o,
historico de ligacdo da tuba e histerectomia sdo fatores que diminuem a chance de
desenvolvimento de cancer de ovario (Lowry & Lee 2017). Por outro lado, fatores genéticos,
idade, terapia hormonal p6s-menopausa, infertilidade e nuliparidade estdo entre os fatores de
risco para a ocorréncia de tumores no 6rgdo sexual feminino (Matulonis et al. 2016).

Os genes BRCA1 e BRCAZ2 foram descritos na década de 90 como participantes principais
na hereditariedade do cancer de ovario. As proteinas codificadas por esses genes atuam em
processos de manutencdo da integridade gendmica, principalmente no reparo de quebra de fita
dupla de DNA e recombinacdo homéloga. Como consequéncia de estudos envolvendo esses
genes, BRCA1 e BRCA2 sdo considerados supressores de tumor (Takaoka & Miki 2018).
Mutaces que inativam as funcdes das proteinas BRCAs aumentam o risco de desenvolvimento
de cancer de ovario. O risco de desenvolvimento de tumor ovariano em portadores do gene
BRCAL1 alterado é de 16 % a 68 %, enquanto as chances de individuos que apresentam o gene
BRCA2 mutado é de 11 a 30 %. Anélises de epidemiologia genética demonstraram que BRCA1
e BRCAZ2 sdo genes de alta penetrancia, enquanto que outros genes como BRIP1, MSH6 e
RAD51C/D apresentam menor penetrancia (Jones et al. 2017). Em termos epidemiolégicos,
penetrancia se refere a proporcdo de individuos que apresentam um genotipo especifico
associado a uma doenca que também apresentam a patologia correspondente (Cooper et al.
2013).

Assim como em outros tipos de cancer, o tumor de ovario também apresenta um estroma
ou microambiente tumoral. Estudos vém indicando que o estroma tumoral ovariano se
assemelha em termos endocrinologicos e morfologicos ao ambiente encontrado no ovario de

uma adulta saudavel, o qual tende a favorecer a progressdao tumoral. Assim como outros
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microambientes tumorais, 0 estroma ovariano € composto por fibroblastos, adipdcitos,
leucdcitos infiltrantes, pericitos, células neuroenddcrinas e endoteliais (Zhang et al. 2017).

A abordagem mais utilizada no tratamento do cancer de ovério ¢ a cirurgia redutiva
seguida por tratamento quimioterapico baseado em taxano e platina (Cornelison et al. 2017).
No entanto, um crescente nimero de tumores ovarianos vem apresentando resisténcia a esse
tratamento (Khan et al. 2017). Terapias alternativas vém sendo estudadas afim de se superar a
resisténcia e melhorar o progndstico de pacientes com cancer de ovario. Essas terapias néo-
convencionais enfocam em imunoterapia e anticorpos monoclonais que interagem com alvos
especificos da célula cancerigena (Gadducci & Guerrieri 2017; Padayachee et al. 2017).

Alguns estudos vém apresentando o efeito de acidos graxos poli-insaturados 6mega-3
sobre o cancer de ovario. Em andlises in vitro, dois estudos mostraram que &cidos graxos da
familia dos 6mega-3 inibem o crescimento de células de ovéario (Wan et al. 2016; Hopkins &
Meier 2017). J& Merritt e colaboradores e Ibiebele e outros, em uma abordagem epidemioldgica
possibilitada pelo emprego de questionarios relativos a fatores de risco e a alimentacdo de
individuos saudaveis e com cancer de ovario, mostraram dados divergentes. O primeiro estudo
mostrou que o consumo de dmega-3 esta associado a diminuicdo de risco de desenvolvimento
de cancer de ovario (Merritt et al. 2014), enquanto que o segundo trabalho afirmou que a
obtencdo desses &cidos graxos poli-insaturados pela alimentacdo ndo apresenta como

consequéncia a diminuicdo de risco de ocorréncia de tumores ovarianos (Ibiebele et al. 2012).

1.3. Acidos graxos poli-insaturados

Omega-6 e dmega-3 sio duas classes de &cidos graxos poli-insaturados derivados do &cido
linoleico e a-linoleico, respectivamente. Metabolismo enzimatico do &cido linoleico (LA) leva
a formacao do &cido araquidénico (AA), enquanto que a acdo de enzimas especificas sobre o
acido a-linoleico (ALA) leva a formacdo do &cido eicosapentanoico (EPA). Reacgdes de
elongacao e dessaturacdo do EPA tém como produto o acido docosahexaenoico (DHA) (Mori
2017).

Acidos graxos poli-insaturados da familia dos 6mega-3 se caracterizam por apresentarem
uma dupla ligacdo iniciada no terceiro carbono em relacdo ao metil da extremidade da cadeia
carbbnica (6mega). As formas predominantes de acidos graxos 6mega-3 sdo 0 ALA, o EPA e
0 DHA, os quais sdo classificados como acidos graxos essenciais por ndo serem sintetizados
em mamiferos de forma geral (Maskrey et al. 2013). Pesquisas envolvendo dmega-3 indicam

que esses &cidos graxos apresentam acdo benéficas contra vérias patologias. Doencas
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cardiovasculares (Sharp et al. 2018) e metabolicas (Guo et al. 2017) estdo entre as condicdes
que sdo evitadas com suplementacdo de dmega-3 na dieta.

Diversos estudos vém mostrando que &cidos graxos 6mega-3 modulam alteracdes
epigenéticas necessarias para a formacdo e diferenciagdo de células neurais, indicando um
papel central dos 6mega-3 no processo de maturacao do sistema nervoso (Isaac et al. 2018).
Outro beneficio que os acidos graxos 0mega-3 apresentam € a capacidade de modular
mecanismos moleculares das células por interagirem com as propriedades de dindmica de
membrana, regularem a expressao de genes e serem usados como substratos para a producao
de mediadores inflamatérios ativos (Rodriguez-Cruz & Serna 2017). Esses mediadores ativos
sdo as moléculas anti-inflamatdrias resolvinas protectinas e maresinas, que sdo produzidas a
partir do DHA. Esses compostos lipidicos atuam em processos de resolucéo da inflamacéo e
80 necessarios para a manutencio da homeostase (Zarate et al. 2017). E sabido que outro
importante grupo de moléculas derivadas de acidos graxos 6mega-3 sao 0s epoxieicosanoides.
Estudos pré-clinicos mostram que esses compostos lipidicos apresentam propriedades
cardioprotetoras, vasodilatadoras, anti-inflamatdrias e anti-alérgicas (Schunck et al. 2018).

Apesar de os acidos graxos 6mega-3 possuirem diversos beneficios, o lipideo da familia
dos dmega-6 acido araquidénico também demonstra ser importante para o desenvolvimento
fisico e mental (Mashavave et al. 2016), modulacdo da membrana plasmatica e da expressdo
de genes (Huerta-Yépez et al. 2016), e na modulacdo de processos inflamatérios na forma de
lipoxinas (Molfino et al. 2017). No entanto, o consumo de &cidos graxos poli-insaturados do
grupo dos 6mega-6 deve ser moderado, pois esses compostos sdo usados como substratos para
a producdo de mediadores pro-inflamatorios (Patterson et al. 2012).

Segundo Huerta-Yépez e colaboradores, a quantidade de &cidos graxos 6mega-3
consumidos deve ser maior que a de 6mega-6. Eles ressaltaram os obstaculos que existem para
se conseguir cumprir esse objetivo: competicdo por enzima e dietas ocidentais. Os derivados
dos &cidos graxos poli-insaturados dependem da mesma enzima para serem produzidos e a
sintese destes € limitada pela acdo das enzimas. Em individuos que seguem a dieta ocidental, a
qual é rica em carnes vermelhas e ovos e pobre em carnes brancas e 0leos vegetais, 0 consumo
de 6mega-6 é pelo menos dez vezes maior que o de acidos graxos poli-insaturados 6mega-3.
Além disso, dietas ricas em glicose, alcool, glicocorticoides, reducdo dos niveis de insulina,
deficiéncia de proteinas e idade diminuem a acdo de enzimas necessarias para a producéo de
DHA. Esses dados demonstram a importancia de se suplementar a dieta para se obter uma

proporcdo ideal (Huerta-Yépez et al. 2016). Outro fator que dificulta o enriquecimento de
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alimentos com dmega-3 e a absorcao desses acidos graxos é o fato de eles serem relativamente

instaveis e propensos a oxidacdo (Taneja & Singh 2012).

1.4. Acido docosahexaenoico (DHA)

O &cido docosahexaenoico (DHA) é encontrado em altas concentragbes no salmao, na
sardinha e na truta (Yamagata 2017). O DHA é gerado a partir do EPA por meio de uma cadeia
de elongacdo catalisada pelas enzimas elongase 5 e elongase 2, seguida por uma reacdo de
dessaturagdo mediada por A6-desaturase (Calder 2017). O DHA se caracteriza por ser uma
molécula altamente flexivel, podendo atuar afetando propriedades biofisicas de membrana,
como fluidez flexibilidade e espessura (Hishikawa et al. 2017). E sabido que o DHA ¢
encontrado de forma enriquecida nos fosfolipideos no cérebro e na retina, apresentando funcdes
centrais na manutencdo da salde cerebral e em doencas associadas ao sistema nervoso. Estudos
com animais e humanos evidenciam que o consumo inadequado materno de DHA pode levar
ao desenvolvimento e funcionamento aberrantes do sistema nervoso central (Sun et al. 2016).
Acredita-se que essa acao benéfica do DHA sobre o sistema nervoso central deriva do fato de
que esse acido graxo melhora as atividades antioxidantes e cognitivas do tecido cerebral, além
de ser fixado na membrana plasmaticas de células nervosas (Hashimoto et al. 2017).

Os metabolitos do DHA podem ser divididos em diversos grupos, incluindo mediadores
pré-resolucdo derivados de DHA, epdxidos de DHA, neuroprostanos, etalonaminas,
acilglicerois. Esses metabolitos apresentam efeitos pleiotropicos como aumento do gasto de
energia, estimulo de catabolismo lipidico, modulagdo da resposta imune, resolucdo da
inflamacdo, reparo e regeneracdo tecidual (Kuda 2017).

O DHA é convertido pela enzima 15-lipoxigenase em resolvinas e neuroprotectinas (Sun
et al. 2016). A neuroprotectina D-1 em especifico atua protegendo o cérebro do
envelhecimento, doengas neurodegenerativas e injarias causadas por isquemia-reperfusdo
(Echeverria et al. 2017). As agdes neuroprotetoras do DHA séo suportadas por estudos
observacionais, que indicaram que o consumo de DHA esté associado & diminuicéo de risco de
desenvolvimento de doenga de Alzheimer (Yassine et al. 2017). Outras desordens associadas
ao sistema nervoso como depressdo, bipolaridade, doenca de Parkinson e Esclerose
Amiotréfica Lateral também podem ser evitadas com suplementacdo de DHA (Zéarate et al.
2017).

Uma dieta rica em DHA também esta associada a menores riscos de desenvolvimento de

diversos tumores (Slagsvold et al. 2010). Além disso, ja foi mostrado que o consumo de DHA
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tende a ter acdo potencializadora de tratamentos quimioterapicos. Isso ocorre pois esse acido
graxo apresenta propriedades anti-proliferativas, pro-apoptoticas, anti-angiogénicas e anti-
metastaticas, podendo ser utilizado como eficiente adjuvante em tratamentos quimioterapicos
(Merendino et al. 2013).

1.5. Morte celular

O processo de morte celular pode ser dividido em dois grupos: morte celular regulada ou
programada e morte celular acidental. A morte celular regulada ou programada envolve a
ativacdo de maquinarias moleculares codificadas geneticamente que levam a morte da célula.
Alguns exemplos de morte celular programada séo apoptose, necroptose e piroptose. Por outro
lado, morte acidental como consequéncia de injdrias quimicas ou fisicas, ocorre
independentemente de vias de sinalizacdo molecular (Fearnhead et al. 2017).

Estudos vém demonstrando que existem diversos tipos de morte celular programada.
Necroptose, ferroptose, oxitose, piroptose, pironecrose, parthanatos sdo alguns nomes das
diversas modalidades de morte celular regulada descritas até 0 momento (Fuchslocher Chico
et al. 2017). A morte celular programada € necessaria em processos de desenvolvimento e
homeostase, tendo um papel central no processo de resolucdo da resposta imune inata e
adaptativa (Bliss-Moreau et al. 2017). Essa modalidade de morte também é benéfica para o
organismo como um mecanismo de defesa contra infeccdo por patdgenos (Kolb et al. 2017).
E sabido que a morte celular programada pode ser considerada litica ou no-litica, dependendo
da via de sinalizacdo ativada (Jorgensen et al. 2017). As mortes sdo nomeadas dessa forma
porque a morte litica apresenta alteracdo na permeabilidade da membrana, enquanto que a
morte ndo-litica apresenta membrana plasmatica intacta (Zhang et al. 2018). Mortes liticas
estdo associadas a liberacdo de diversas proteinas e compostos quimicos provenientes do
nucleo, reticulo endoplasmatico, mitocdndria e citosol celulares. Essas moléculas séo
chamadas de cDAMPs (cell death-associated molecular-patterns) DAMPs (Damage-
associated molecular patterns) e alarminas (Sangiuliano et al. 2014).

Apoptose € uma morte celular que ndo induz inflamacéo e se caracteriza por apresentar
diminuigdo do volume celular, fragmentacdo nuclear e formacao de corpos apoptdticos. Esse
fenotipo celular ocorre como consequéncia da ativagdo de enzimas intracelulares,
principalmente as caspases. A ativagdo dessas enzimas ocorre por meio de duas vias: vias
extrinseca e intrinseca (Orzalli & Kagan 2017). A via extrinseca € induzida por sinais
provenientes do meio extracelular, os quais interagem com receptores de membrana especificos

(Fas, TNFR e TRAIL), também conhecidos como receptores de morte. Uma vez que ocorre
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essa interacdo, um complexo composto por proteinas adaptadoras € formado, ativando a
protease caspase-8, a qual atuara clivando a enzima efetora da apoptose (Wilson et al. 2009).
Essa enzima entdo atua clivando e ativando caspases efetores, as quais clivam diversos alvos
celulares, levando ao fendtipo apoptotico (Fischer et al. 2003). A via intrinseca é mediada pelo
desbalanco de proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptoticas da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma-
2). Uma vez que essa via € ativa, citocromo C e moléculas pré-apoptoéticas séo liberadas da
mitocondria. Citocromo C participa entdo da formacdo do apoptossomo e maturagdo de
caspases que induzirdo a morte por apoptose (Opferman & Kothari 2017).

A morte celular por necrose se caracteriza por ganho de volume celular e das organelas,
ruptura da membrana plasmatica e perda do contetdo intracelular (Kroemer et al. 2009).
Disfuncdo mitocondrial, aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio, deplecdo de
ATP, proteolise generalizada e ruptura da membrana plasmatica de forma precoce séo outras
caracteristicas dessa morte pro-inflamatdria (Golstein & Kroemer 2007).

Outra morte litica é a necroptose. A necroptose é uma morte celular programada
caracterizada pela formagéo de um poro iénico na membrana da célula em processo de morte.
A necroptose se inicia pela ativacdo de receptores de morte e receptores do tipo Toll-like e é
mediada por RIPK1, RIPK3 e MLKL (Grootjans et al. 2017). Um outro exemplo de morte
celular programada de carater litico é a piroptose. A piroptose é uma forma inflamatéria de
morte celular programada. A ativacao da piroptose ocorre por meio da caspase-1, das caspases-
4 e 5 em humanos e da caspase 11 no modelo murino. Durante esse processo de morte celular
ocorre clivagem e ativacao da proteina formadora de poro, a Gasdermin-D. Ruptura fisica,
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, alarminas e DAMPs ocorrem como consequéncia da
morte piroptética (Man et al. 2017). Outros tipos de morte celular programada menos
conhecidos ja foram descritos. De forma similar a piroptose, a pironecrose € uma morte litica
com participacdo das moléculas NLRP3 e ASC; no entanto ela ocorre independentemente da
atividade de caspase-1 (de Vasconcelos et al. 2016). Parthanatos é uma morte dependente do
fator mitocondrial AIF. Aumento da expressdo de PARP em resposta a producgéo de espécies
reativas de oxigénio levam a translocacéo de AIF ao nucleo, levando a fragmentagdo do DNA
e condensacdo da cromatina (Fatokun et al. 2014). Outra modalidade de morte celular
programada, a ferroptose é um processo ndo-apoptético oxidativo ferro-dependente. Pode ser

induzida por deplecéo do aminoacido cisteina ou por inibir glutationa peroxidase 4 (GPX4)
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1.6. Piroptose

A piroptose é uma morte celular programada de carater litico induzida por caspases. E
sabido que a piroptose pode ser induzida por duas vias: a via candnica e a ndo-candnica. A via
candnica se inicia pela ativacao de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) por meio
de DAMPs ou PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos). Uma vez ativados, 0s
PRRs induzem a formacao de complexos multiproteicos chamados inflamassomas. O dominio
de pirina presente no inflamassoma induz o recrutamento de adaptadores para ativagdo de
caspase-1. A caspase-1 ativada processa formas inativas das citocinas IL-1p e IL-18, alem de
clivar e ativar a proteina formadora de poro Gasdermin-D (GSDMD) (Mills & Neill 2015). A
clivagem de GSDMD libera a por¢éo N-terminal da proteina, a qual interage com a face interna
da membrana plasmaética celular e oligomeriza-se formando um poro ndo-seletivo de
aproximadamente 15 nandmetros de diametro (Qiu et al. 2017a). Gasdermin-D interage com a
membrana plasmatica por meio de interacdes fortes com cardiolipinas e fosfatidilinositideos
presentes na membrana plasmatica (Aglietti & Dueber 2017).

Estudos mostram que como consequéncia da formacdo de poros, ocorre ruptura de
membrana. No entanto essa ruptura ndo é suficiente para liberacdo de organelas e bactérias
infectantes, ocorrendo a formacdo de uma armadilha induzida por poro (Pore-induced
intracelular trap — PIT), a qual evita que esses patdgenos sejam liberados ao meio e favorece a
eliminacdo destes por fagdcitos pelo processo de eferocitose (Jorgensen et al. 2016). A ruptura
de membrana também favorece que ocorra a secrecdo de HMGB1, um fator transcricional que
é liberado durante a morte piroptética e atua amplificando o processo inflamatério por se ligar
a receptores de reconhecimento padrdo de células adjacentes (LaRock & Cookson 2013).

A via ndo canbnica ocorre mediada pela interacdo entre o lipopolissacarideo
citoplasmatico e caspase-11 e seus ortdlogos em humanos caspase-4/caspase-5. No caso dessa
via alternativa, caspase-11 atua como sensor citoplasmatico de LPS. Uma vez que ocorre a
deteccdo de LPS pela pré-caspase-11, ha o estabelecimento de um complexo composto por
pro-caspase-11 e LPS. Essa interacdo se da pela ligacdo do dominio CARD da caspase-11 com
o lipideo A do LPS. Esse complexo formado oligomeriza-se e cliva as formas inativas de IL-

1B, IL-18 e Gasdermin-D para progressdo da morte por piroptose (Yi 2017).
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2. Justificativa

O DHA apresenta-se como um composto lipidico com diversas a¢des benéficas, incluindo
anti-tumorais. Estudos prévios mostraram que o DHA induz piroptose em células de cancer de
mama (Pizato et al. 2018) e inibe crescimento de células de ovario (Wan et al. 2016; Hopkins
& Meier 2017). Entretanto, pouco se sabe sobre a acdo do DHA especificamente sobre
parametros celulares e inducdo de morte de células de cancer de ovario. Este trabalho visou
analisar se 0 DHA também modula pardmetros celulares de células de cancer de ovario humano

A2780 e se ocorre morte por piroptose também nessas células de cancer ovariano in vitro.

3. Objetivos
3.1. Objetivo geral:

Avaliar se o DHA modula parametros celulares de células de cancer de ovario humano

A2780 e induz morte celular por piroptose nessas células in vitro.

3.2. Objetivos especificos:
a) Analisar o efeito do DHA sobre a viabilidade de células A2780;

b) Investigar a influéncia do DHA sobre formacdo de poros na membrana plasmatica e perfil

de morte celular em células de cancer de ovario (A2780) in vitro;
c) Avaliar o efeito do DHA na ativacdo de caspase-1 e clivagem de Gasdermin-D;

d) Caracterizar o efeito do DHA sobre proliferacdo, progressao do ciclo celular e fragmentacao
nuclear em células A2780;

e) Verificar se DHA modula biogénese de corpusculo lipidico, producdo de espécies reativas

de oxigénio e secrecdo de 6xido nitrico em células A2780;

f) Determinar a influéncia do DHA sobre formacao de col6nia e secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias em células de cancer de ovario.
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4. Metodologia

4.1. Cultivo celular e estimulos

Buscando testar os efeitos do DHA sobre células de cancer de ovario humano, as células
derivadas de carcinoma ovariano humano A2780 foram utilizadas. A2780 foram cultivadas em
meio RPMI (GIBCO) suplementado com 5 % de Soro Fetal Bovino (GIBCO) e 1 %
Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantidas em estufa Umida a 37 °C e 5 % de COa.

O é&cido graxo DHA (Sigma-Aldrich) foi diluido em etanol absoluto (J.T.Baker) e

armazenado a -20 °C em frasco de vidro previamente autoclavado.

A fim de se realizar o estimulo das células, os volumes de DHA necessarios para se
obter as concentracfes desejadas foram transferidos para frascos de vidro autoclavados. Apds
0 volume de etanol evaporar por completo, o0 DHA foi ressuspendido em meio RPMI contendo
1 % de Penicilina/Estreptomicina e 2% de Soro Fetal Bovino, homogeneizado e sonicado por
10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, 0s volumes adequados de solucdo de DHA em
meio de cultura foram transferidos para pocos contendo células aderidas. As concentracfes de
DHA utilizadas foram 10, 25, 50, 100 e 200 pM.

4.2. Viabilidade celular

A fim de se verificar o efeito do DHA sobre a viabilidade de células de carcinoma
ovariano A2780, foi realizado um ensaio com MTT. Essa analise baseia-se no fato de que o
MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo), quando reduzido por enzimas
mitocondriais, apresenta-se com coloracio roxeada na forma de cristais de formazan. 5x103
células foram semeadas em placa de 96 pocos e estimuladas com crescentes concentracfes de
DHA por 24, 48 e 72 h. Apds o tempo de estimulo, as células foram expostas a uma solugéo
de 6,66 % MTT (Life Technologies). O sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan
foram dissolvidos utilizando-se 100 uL de DMSO. A leitura da absorbéncia foi realizada em
570 nm utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A analise dos dados de viabilidade foi
feita utilizando o software GraphPad Prism, considerando a média do valor de absorbancia do
ndo-estimulado como 100% de viabilidade e analisando os outros grupos de forma
proporcional. O controle experimental foi obtido expondo as células ao agente citotdxico
DMSO.
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4.3. Perfil de morte celular

A analise de perfil de morte celular foi realizada por citometria de fluxo utilizando os
agentes fluorescentes Anexina V-FITC e lodeto de propideo e baseou-se nos fatos de que
Anexina V interage com o fosfolipideo exposto na face externa da membrana de células
apoptoticas fosfatidilserina e que lodeto de propideo interage com acidos nucleicos de células
mortas em vias ndo-apoptoticas, e € impermeavel a célula com membranas plasmaéticas
integras. 10° células foram semeadas em placas de 24 pocos e apds adesdo foram estimuladas
por 24 e 48 horas. Apds os tempos de estimulo, as células foram coletadas e lavadas duas vezes
com PBS 1X em centrifugacdo a 1500 rpm. As células foram entédo ressuspendidas em 100 pL
de tampéo de ligacdo 1 X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de
CaCly), 2 puL de Anexina V-FITC (quatroG) e 2 pL de iodeto de propideo (quatroG) e
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apos essa etapa, as células
foram lavadas uma vez com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 pL de tampéo de ligacdo 1 X e
imediatamente analisadas em citdometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando
os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados obtidos foram analisados
utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como controle experimental foram utilizadas

células aquecidas a 100 °C por 10 minutos.

4.4. Formagcao de poros na membrana plasmatica

A investigacdo do efeito do DHA sobre a formacao de poros na membrana plasmatica
das células tratadas foi realizada por meio de um ensaio de poros, que consiste na analise de
emissdo de fluorescéncia de forma cinética pelo iodeto de propideo, um composto que
fluoresce quando interage fisicamente com acidos nucleicos e é impermeavel a membrana. 10
celulas foram plaqueadas em placas de 96 pocgos de paredes escuras, entdo foram expostas a
lodeto de propideo 3 pg/mL e diferentes concentragdes de DHA em RPMI sem vermelho de
fenol suplementado com 5 % de soro fetal bovino e 1 % de Penicilina/Estreptomicina. Logo
apos o estabelecimento do estimulo, os valores de fluorescéncia do iodeto de propideo foram
detectados em espectrofotbmetro Spectramax durante 6 horas em intervalos de 5 minutos entre
as leituras utilizando comprimentos onda de excitacdo de 538 nm e de emissdo de 617 nm. Os

dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism.
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4.5. Ativacgao de caspase-1

Buscando verificar se ocorre ativacao de caspase-1 em células A2780 em resposta ao
tratamento com crescentes concentracdes de DHA, foi realizado ensaio utilizando um kit
especifico contendo uma sonda fluorescente FLICA FAM-YVAD-FMK (Immunochemistry)
e seguindo as instrucdes do fabricante. Essa analise baseia-se no fato de que esse fluoréforo
liga-se aos quatro residuos de aminodcidos expostos pela caspase-1 quando ativa (YVAD) e
fluoresce durante essa interagdo. 10° células foram semeadas em placas de 24 pogos e
estimuladas por 24 horas. Apds o tempo de estimulo, as células foram coletadas, lavadas duas
vezes em PBS 1X, submetidas a marcacdo com o fluoréforo e analisadas em citémetro de fluxo
(FACS VERSE, BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.6. Deteccdo de Gasdermin D

Visando investigar se ocorre producdo e clivagem do marcador de piroptose
Gasdermin-D, foi realizada marcacdo por Western Blotting dessa proteina. Para esse ensaio,
108 células foram introduzidas em placas de 6 pogos contendo 2 mL de meio de cultura por
poc¢o. Apos aderéncia, células foram tratadas por 3 e 6 horas com diferentes concentracfes de
DHA, sendo que cada pogo representou uma condicdo experimental. As células foram entdo
lavadas uma vez com PBS 1X e as proteinas foram extraidas utilizando tampéo de lise celular
(Tris 50 mM, NaCl 150 mM e 1 % de Triton X -100 — pH 7,4) contendo inibidor de protease,
com o auxilio de raspador de células. Buscando se manter a integridade das proteinas contidas
no lisado, este foi mantido em gelo e intensamente homogeneizado por 30 minutos em
intervalos de 5 minutos entre cada agitacdo. Ao fim do processo de extracdo de proteinas totais,
as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos em um processo de
clarificacdo. O sobrenadante resultante da centrifugacdo foi coletado e distribuido em dois

tubos de microcentrifuga por condi¢do experimental.

Para quantificacdo de proteinas, foi utilizado o método BCA (Pierce™ BCA Protein
Assay Kit). 50 pg de proteina total foram expostos a solucdo precipitadora
(Acetona 8:1 metanol) overnight a 4 °C. Ap0Os esse tempo, as amostras foram
centrifugadas a 10000 G por 10 minutos e deixadas para secar completamente em capela de
exaustdo. As proteinas foram ressuspendidas em tampao de amostra 1X (Tris 125 mM, 20 %
glicerol, 5 % 2-mercaptoetanol, 4 % de SDS e 0,004 % azul de bromofenol). As amostras foram

entdo fervidas por 5 minutos a 100 °C e logo em seguida aplicadas em géis de poliacrilamida
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com concentracdo de 12 %. As amostras correram em tampao Tris-Glicina (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, 1% SDS — pH 8,3) a 120 V por 2 horas a temperatura ambiente. Apds a
corrida, o gel foi transferido para membrana de nitrocelulose utilizando sistema semi-dry em
tampdo de transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 20 % metanol — pH 8,3) por 15 minutos
a 15 V. A seguir, as membranas foram bloqueadas por 1 hora utilizando solucéo de bloqueio
(5 % leite desnatado em 50 mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4, 0.05% Tween 20). As
membranas foram incubadas com anticorpo primario anti-Gasdermin-D (Abcam) diluido 1/500
em solugdo TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4) overnight em agitacéo a 4 °C. Em
seguida as membranas foram lavadas em solucdo TBS/T (50 mM Tris, 150 mM NaCl — pH
7,4, 0.05% (v/v) Tween 20) por trés vezes em agitacdo de 10 minutos entre cada lavagem a 4
°C, e entdo foram incubadas com anticorpo anti-rabbit (GE Healthcare) diluido 1/10000 em
solucdo TBS por 1 hora a 4 °C . Ap6s novas lavagens, as membranas foram incubadas com

proporcOes iguais de solucdo para revelacao.

A obtencdo de imagens foi possibilitada pelo ImageQuant e a analise de densitometria
das bandas relativas & Gasdermin- D foi realizada com normaliza¢do para bandas de B-actina.

A quantificacdo relativa de bandas foi realizada utilizando o software ImageJ.

4.7. Ciclo celular e fragmentacao nuclear

O efeito de diferentes concentracbes de DHA sobre ciclo celular e a fragmentacédo
nuclear foram investigados utilizando o agente fluorescente intercalante de nucleotideos lodeto
de propideo, e a interpretacdo dessas andlises baseou-se no fato de que a intensidade de
fluorescéncia do lodeto de propideo é diretamente proporcional a quantidade de DNA no
interior da célula. 10° células foram introduzidas em placas de 24 pogos e estimuladas por 24 e
48 horas. As células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1 X e expostas a etanol 70
% por 2 horas a 4 °C. As células foram entdo lavadas uma vez com PBS 1X em centrifugacao
a 1000 G por 10 minutos e expostas a solucéo de lodeto de propideo (20 pg/mL de lodeto de
propideo, 50 pg/mL de RNAse, 0,1 % citrato de sodio, 0,1 % Triton) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s o tempo de incubacéo, as células foram ressuspendidas em 1 mL
de PBS 1X e centrifugadas a 1000 G por 10 minutos. As células foram ent&o ressuspendidas
em 400 uL de PBS 1X e analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences)
em canal FL-2 em escala linear. Os picos relativos as células em GO/G1 e G2/M e o platd

associado a fase S foram obtidos e os valores de porcentagem foram analisados. Eventos que
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apresentaram fluorescéncia inferior a encontrada nas células em GO/G1 foram considerados
casos de fragmentacdo nuclear. Dados foram analisados utilizando os softwares FlowJo V10
(Tree Star Inc) e ModFit LT™,

4.8. Proliferacéo celular

Tendo-se como objetivo analisar o efeito de diferentes concentragdes de DHA sobre a
proliferacdo de células A2780 foi realizado um ensaio utilizando o CFSE. Esse composto
fluorescente e permeavel a membrana caracteriza-se por interagir com aminas citoplasmaticas.
Uma vez que a celula realiza o processo de divisdo celular, as moléculas de CFSE sao
igualmente divididas entre as células filhas, diluindo assim a fluorescéncia presente em cada
célula gerada. 10° células foram introduzidas em placas de 24 pocos, apds completa adesio
foram lavadas uma vez com PBS 1 X e expostas a 5 uM de CFSE (eBioscience) diluido em
PBS 1 X por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds incubacdo com o agente fluorescente,
as células foram expostas a Soro Fetal Bovino a 4 °C a fim de se eliminar o CFSE extracelular,
lavadas uma vez com PBS 1X e estimuladas por 24 horas e 48 horas. As células foram entdo
coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X em centrifugacdo a 1500 rpm e fixadas em 400 pL
de paraformaldeido 1 X. As células foram analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE,
BD Biosciences) em canal FL-1 em escala exponencial e os dados foram analisados utilizando
o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). O controle experimental foi obtido expondo células

marcadas com CFSE a 5 uM de colchicina por 24 horas.

4.9. Producéo de espécies reativas de oxigénio

Visando verificar se 0 DHA modula a producéo de espécies reativas de oxigénio em
células A2780 realizou-se ensaio com a sonda DCF-DA. Esse ensaio se baseia no fato de que
o DCF-DA é convertido em um composto ndo-fluorescente no interior da célula. Esse
composto quando oxidado por espécies reativas de oxigénio gera um composto fluorescente
(DCF). 10° células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 1, 3 e 6 horas.
Apds tempo de estimulo, as células foram expostas a 20 uM de DCF-DA por 30 minutos a 37
°C ao abrigo da luz. Depois marcacdo, as células foram coletadas, lavadas trés vezes com PBS
1 X e ressuspendidas em 400 pL de PBS 1 X. As amostras foram imediatamente analisadas
em citdbmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala

exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

26



4.10. Secrecdo de oxido nitrico

Buscando se detectar se 0 DHA altera secre¢do de Oxido nitrico pelas células de cancer
de ovério A2780, foi conduzida dosagem utilizando o reagente de Griess. Esse ensaio
possibilita a quantificagdo de nitrito, um subproduto do instavel 6xido nitrico. 10° células foram
semeadas em placa de 24 pocos e, quando aderidas, estimuladas com crescentes concentracdes
de DHA por 24, 48 e 72 horas. Apds os tempos de estimulo, os sobrenadantes de cultura foram
coletados, transferidos para placa de cultura e expostos a solugdo de Griess (Sulfanilamida 14,5
M, N-1-naftiletilenediamina 9,64 M, acido fosférico 0,0125 % em agua destilada). A curva
padrdo, composta por crescentes concentracdes de nitrito de sodio diluido em meio de cultura
RPMI 1640, também foi exposta ao reagente de Griess. Apds incubacdo por 10 minutos a
temperatura ambiente, os valores de absorbancia das amostras foram obtidos a 540 nm

utilizando o espectrofotémetro Spectramax M3.

4.11. Biogénese de corpusculos lipidicos

A fim de se analisar por citometria se o tratamento com diferentes concentractes de
DHA afetam a biogénese de corpusculo lipidico em células de carcinoma ovariano humano
A2780, utilizou-se a sonda fluorescente lipofilica BODIPY 493/503 (Life technologies), a qual
interage com lipideos neutros, abundantes no interior de corpusculo lipidico. 10° células foram
semeadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 24 e 48 horas. Apds tempo de estimulo, as
células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas numa solucdo de
Bodipy/PBS em uma proporcéo de 1/5000 a 4 °C ao abrigo de luz. Em seguida as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1 X e ressuspendidas para fixacdo em 400 pL de paraformaldeido
1 X. As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences)
utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o

software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

Tendo em vista verificar por microscopia Optica se o estimulo com DHA afeta a
biogénese de corpusculo lipidico em células de cancer de ovario humano A2780, foi realizada
marcagdo com os corantes Oil Red O e hematoxilina. Essa marcacao tem por base o fato de o
Oil Red O ser um corante lipofilico de coloracdo avermelhada enquanto que a hematoxilina é
um composto acidofilo roxeado que cora o nlcleo celular. 10° células foram plaqueadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas tratadas para cultura celular. Depois de estarem aderidas
nas laminulas, as células foram tratadas com 25 UM de DHA por 48 horas. Apo6s estimulo, as
células foram fixadas utilizando formalina 3,7 % por 10 minutos. A seguir as células foram

lavadas trés vezes com agua destilada e expostas por 2 minutos a PEG 100 %. No passo
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seguinte, o excesso de PEG 100 % foi retirado e as células foram incubadas com Oil Red O 0,5
% por 15 minutos. As células foram novamente lavadas trés vezes com agua destilada e
marcadas com hematoxilina por 3 segundos. Apds novas lavagens, as laminulas foram
montadas em laminas com o auxilio de esmalte transparente e as imagens foram adquiridas

utilizando microscépio de luz (ZEISS) e o software Zen.

4.12. Formacéo de colbnias

Visando investigar se diferentes concentracfes do DHA alteram a capacidade de formacao
de coldnia pelas células A2780, foi conduzido um ensaio clonogénico. 500 células foram
introduzidas em cada poco de placas de 6 pocos. Estando completamente aderidas, as células
foram tratadas por 3 horas com diferentes concentracfes do DHA e em seguida foram expostas
ameio RPMI suplementado contendo 1 % Penicilina/Estreptomicina e 5 % de soro fetal bovino
por 48 horas. Apos esse tempo, as células foram fixadas com formalina neutra tamponada 10
% por 16 horas e expostas a solucdo de cristal violeta 0,01 % em etanol por 60 minutos. O
excesso de cristal violeta foi eliminado com &gua destilada e as colénias formadas foram

contadas utilizando o software ImageJ.

4.13. Dosagens de citocinas

Afim de se verificar se o tratamento com acido docosahexaenoico de A2780 alterava o
perfil de citocinas secretadas por essas células, foram realizadas dosagens de IL-1B, IL-6 e
TNF-a a partir dos sobrenadantes resultantes de cultura pelo método de ELISA, utilizando-se
kits comerciais (BD). As instru¢des do fabricante foram seguidas e os niveis de citocinas foram

apresentados em niveis absolutos (pg/mL).
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5. Resultados

5.1. Analise de viabilidade celular

A fim de ser analisar o efeito do DHA sobre a viabilidade de células de cancer de ovario
A2780, foi realizado o ensaio do MTT 24, 48 e 72 horas apds o estimulo com esse acido graxo.
Como apresentado na figura 1A, o DHA diminui a viabilidade de células de cancer de ovério
A2780 in vitro 24 horas ap0s tratamento nas concentracdes de 50, 100 e 200 uM de forma
dose-dependente. Verifica-se que a viabilidade de células tratadas com 200 uM de DHA ¢
comparével ao grupo de células tratadas com DMSO, sugerindo que essa concentracdo é
extremamente toxica para as células A2780.

O DHA também diminui a viabilidade de células de cancer de ovario A2780 48 horas
ap0s tratamento com todas as concentrag@es testadas de forma dose-dependente (figura 1B). E
também possivel se verificar que a viabilidade de todos os grupos tratados por 48 horas é menor
comparado com os valores de viabilidade apresentados pelos mesmos grupos tratados por 24
horas, indicando que a acdo citotoxica do DHA em células de cancer de ovario A2780 aumenta
de acordo com o tempo de tratamento. Nesse tempo de estimulo, é possivel se notar que o
tratamento com 100 e 200 uM, as quais sd@o as maiores concentragdes testadas, induziram
diminuicao de viabilidade em A2780 de forma similar ao tratamento com DMSO, indicando
que apos esse tempo de tratamento essas concentracdes sdo extremamente citotdxicas para a

célula.

De forma semelhante, como demonstrado pelas figuras 1 A e B, o DHA diminui
viabilidade de células de cancer de ovario A2780 in vitro 72 horas apds tratamento com todas
as concentracOes testadas de forma dose-dependente (figura 1C). A exemplo do tempo de
estimulo de 48 horas comparado ao tempo de 24 horas de estimulo, a viabilidade das células
A2780 é ainda menor apOs 72 horas de tratamento, mostrando valores de viabilidade
comparaveis as celulas expostas a DMSO. Esse fato confirma a a¢do toxica tempo-dependente
do DHA sobre células A2780. Portanto, 0 DHA diminui viabilidade de células de cancer de
ovario A2780 in vitro de forma tempo- e dose-dependente.
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Figura 1: DHA diminui viabilidade de células de cancer de ovario A2780. A2780 foram plaqueadas
e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 puM e 200 pM por 24 horas
(A), 48 horas (B) e 72 horas (C). Ap0s os estimulos, as células foram expostas ao MTT e a citotoxicidade
foi calculada a partir das médias dos percentuais de células vivas em relagdo as células ndo-estimuladas
(UNS), a quais foram consideradas 100 % vivas. Cada barra representa a média do percentual + DP
(n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenca estatistica

significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em relacdo ao N&o-estimulado (UNS)
indicada por Teste T.
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5.2. Analise do perfil de morte celular

Tendo como objetivo avaliar o impacto do acido graxo em estudo sobre o perfil de
morte de células de cancer de ovario, foi conduzida uma dupla marcacdo com Anexina-V
fluorescente e iodeto de propideo. Como resultado dessa andlise por citometria de fluxo, o
DHA induz morte com perda de integridade de membrana em células de cancer de ovario

A2780 in vitro 24 horas ap0s tratamento de forma dose-dependente.

A figura 2 mostra que a porcentagem de células mortas por perda de integridade de
membrana, ou seja, células marcadas tanto com Anexina-V fluorescente (FL-1) como com
lodeto de propideo (FL-3), aumenta de 3,87 % na condi¢do ndo-estimulada para 5,43 % em
células tratadas com 10 pM de DHA. O aumento de porcentagem de células com dupla-
marcagdo também é visualizado comparando o ndo-estimulado com células estimuladas com
25 UM de DHA, mostrando uma porcentagem de 5,83 % de células mortas marcadas com 0s
dois marcadores. Os tratamentos com 50 e 100 uM de DHA também induziram aumento no
nimero de células mortas de forma litica, apresentando valores de 6,70 e 7,50 %,
respectivamente, no quadrante relativo a essas células. A maior concentracdo investigada, 200
UM apresentou alto grau de citotoxicidade, sendo responsavel pelos valores de 44,6 % de
células mortas com alteracdo de permeabilidade de membrana, mostrando ser uma

concentracdo extremamente toxica para as células estudadas.

O efeito citotoxico do DHA também é encontrado em células tratadas com as mesmas
concentracdes do acido graxo por 48 horas. Nesse tempo de estimulo, o padrdo de aumento no
namero de células mortas de forma dependente da dose também € verificado, apresentando
valores maiores de porcentagem de células com marcacao dupla em comparagdo aos valores
encontrados no tratamento por 24 horas. Nesse caso, 0 ndo-estimulado apresentou porcentagem
de células marcadas com Anexina-V e iodeto de propideo de 11,3 %. As células tratadas com
10 e 25 pM de DHA mostraram 14,1 e 19,4 % de eventos associados a morte litica,
respectivamente. O estimulo com 50 uM induziu novo aumento no namero de celulas com
dupla-marcagéo (28,6 %). Um salto no nimero de células mortas com perda de integridade de
membrana € verificado no grupo tratado com 100 uM de DHA, mostrando um valor de
porcentagem de 79,6 %. Quase a totalidade das celulas expostas a 200 UM de DHA morreram
como consequéncia desse estimulo, contabilizando 98,3 % de células com alteragdo na

permeabilidade de membrana plasmatica.
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Verifica-se também que ocorre uma leve inducdo de morte por apoptose nas células
tratadas, mas esse efeito ndo se mostrou dose-dependente e apresentou-se menos intenso
comparada a inducdo de mortes por perda de integridade de membrana, indicando ndo ser a
principal via de morte celular induzida em células A2780 por DHA. Os resultados obtidos
nessa analise de citometria de fluxo indica que as células A2780 morrem por alguma via que

induz perda de integridade de membrana de forma dose e tempo-dependente.
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Figura 2: DHA induz morte por perda de integridade de membrana em células A2780. A2780
foram plaqueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 pM, 25 uM, 50 uM, 100 uM e 200
MM por 24 horas e 48 horas. Apos os estimulos, as células foram marcadas com Anexina-V fluorescente
(FL-1) e lodeto de propideo (FL-3) e analisadas em citometro FACS Verse.
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5.3. Ensaio de formacao de poros

Buscando investigar o efeito do DHA sobre a integridade de membrana em célula de
cancer de ovario A2780 em tempos precoces de estimulo, foi conduzido ensaio de formacao
de poro utilizando o fluordforo ligante de DNA iodeto de propideo. Nesse ensaio, se a célula
apresentar alteracdo na permeabilidade de membrana plasméatica ou qualquer outro tipo de
modificacdo na integridade da membrana, o iodeto de propideo invade a célula por meio dessas

descontinuidades, interage com os &cidos nucleicos no interior das células e fluoresce.

A figura 3 mostra que o DHA induz alteragdo de integridade de membrana em células
de cncer de ovario A2780 in vitro em tempos iniciais de tratamento. E possivel se verificar
que os valores de fluorescéncia apresentados no ponto inicial do ensaio em resposta a todas as
concentracdes de DHA foram maiores comparado ao ndo-estimulado, sendo que o estimulo
com 200 puM foi a condigdo experimental que apresentou os maiores valores de fluorescéncia
durante todo o ensaio.

Verifica-se também que o efeito sobre a permeabilidade de membrana é dose-
dependente, exceto pela concentracdo de 10 uM, que apresentou valores de fluorescéncia
superiores em grande parte do ensaio. Outro ponto que pode ser visualizado a partir desse
ensaio € que a alteracdo de permeabilidade de membrana nos grupos tratados aumenta a partir
de 2 horas de estimulo. Esse resultado demonstra que o DHA ja é toxico para as células em
estudo em tempos precoces de tratamento, e que essa toxicidade induz alteracdo de integridade

de membrana plasmatica.
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Figura 3: DHA induz formacéo de poros nha membrana plasmatica de células A2780. A2780 foram
plagueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 puM, 50 uM, 100 uM e 200 uM e
expostas a iodeto de propideo. Valores de fluorescéncia foram adquiridos em espectrofotdmetro por 6
horas.
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5.4. Ativacao de caspase-1

A fim de se analisar se 0 DHA induz ativacdo de caspase-1 em células de cancer de
ovario A2780 in vitro, foi realizado um ensaio utilizando o agente fluorescente FAM-FLICA.
A analise de ativacdo de caspase-1 foi realizada ap6s 24 horas de tratamento com o acido graxo
DHA (figura 4). As células ndo-estimuladas apresentaram um valor de fluorescéncia do FLICA
associado a 6,39 % de células. Os grupos tratados com 10 e 25 uM de DHA apresentaram 7,14
e 5,73 % de células que emitiam fluorescéncia em FL-1, respectivamente. A porcentagem de
células A2780 que possuiam caspase-1 ativa aumentou para 20,1 % em resposta ao tratamento
com 50 uM de DHA. Em 100 pM, houve a deteccdo de 65,5 % de células fluorescentes,
enquanto que 200 pM induziu ativacdo de caspase-1 em quase a totalidade das células
adquiridas (95,7 %).

E possivel se verificar que o aumento da ativacdo de caspase-1 se inicia nas células
tratadas com 50 pM, a partir da qual detectou-se um efeito dose-dependente. Portanto, esses
resultados indicam que as concentrac6es de 50, 100 e 200 uM induzem ativacdo de caspase-1

em células de cancer de ovario A2780 apds 24 horas de tratamento de forma dose-dependente.
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Figura 4: DHA induz ativacdo de caspase-1 em células de cancer de ovario A2780. A2780 foram
plaqueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 puM, 50 pM, 100 uM e 200 uM
por 24 horas. Apos os estimulos, as células foram marcadas com a sonda FAM-FLICA (FL-1) e
analisadas em citdmetro FACS Verse.
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5.5. Clivagem de Gasdermin-D
Tendo em vista avaliar se ocorre inducdo de clivagem de Gasdermin-D em células

A2780 em resposta ao estimulo com DHA, foi realizada analise por imunomarcacéo do lisado
celular. Como apresentado pela figura 5, 10 uM de DHA induz clivagem de Gasdermin-D em

células de cancer de ovario humano A2780 24 horas ap0s inicio do estimulo.
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Figura 5: DHA induz clivagem de Gasdermin-D em células de cancer de ovario A2780. A2780
foram plaqueadas e estimuladas com DHA na concentragdo de 10 puM por 24 horas. ApGs 0S
estimulos, as células foram lisadas com tampdo Triton, as proteinas foram quantificadas, separadas
em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana de nitrocelulose, blogueadas e marcadas com
anticorpos correspondentes.

39



5.6. Fragmentacao nuclear

Buscando investigar se ocorre inducdo de fragmentacéo nuclear em células A2780 em
resposta ao DHA, foi realizada uma analise de marcagdo com iodeto de propideo para
citometria de fluxo. Eventos que apresentaram quantidade de DNA inferiores ao de uma célula

em intérfase foram contabilizados como células com fragmentagéo nuclear.

Como apresentado na figura 5, as celulas ndo-estimuladas e as células expostas a 10,
25, 50 e 100 uM apresentaram valores inferiores a 10 % de fragmentacdo nuclear, enquanto
que as células estimuladas com 200 puM mostraram valores superiores a 20 % desse evento, um
efeito proximo a triplicacdo na porcentagem de células com fragmentacdo nuclear. Esse
resultado sugere que a concentragdo de 200 uM induz fragmentacdo nuclear em células A2780

24 horas ap0s o inicio do tratamento.
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Figura 6: 200 pM de DHA induz fragmentacao nuclear em células A2780. A2780 foram plaqueadas
e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 pM, 50 pM, 100 pM e 200 uM por 24 horas.
Apbs os estimulos, as células foram marcadas com iodeto de propideo (FL-2) e analisadas em citbmetro
FACS Verse. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=3), e um asterisco (*), dois
asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p <
0,001, respectivamente) em relacdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada por Teste T.
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5.7. Andlise de proliferagdo celular

O efeito do DHA sobre a proliferacdo celular foi também investigado utilizando o
agente fluorescente permeavel a membrana ligante de aminas citoplasméaticas CFSE. Como
apresentado pela figura 6A, DHA inibe proliferacdo de células de cancer de ovario A2780 in
vitro 24 horas apds tratamento nas concentracées de 10, 50, 100 e 200 uM, demonstrado pelos

valores de fluorescéncia (MFI) superiores em comparacgdo as células ndo-estimuladas.

A influéncia do DHA sobre A2780 tambeém foi analisada apos 48 horas de estimulo. O
aumento dos valores de fluorescéncia em todas as condi¢Bes experimentais tratadas sugere que
o DHA inibe proliferacdo também nesse tempo de tratamento (figura 6B). E visivel que essa
inibicdo é dose-dependente. Portanto, o DHA inibe proliferagéo de células de cancer de ovério

A2780 in vitro 48 horas apds tratamento de forma dose-dependente.

Levando em consideracdo os valores de fluorescéncia adquiridos para as condigdes
estimuladas por 24 e 48 horas, 0 DHA inibe a proliferacéo de células de cancer de ovario A2780

de forma dose e tempo-dependente.
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Figura 7: DHA inibe proliferacdo de células A2780. A2780 foram plaqueadas e estimuladas com
DHA nas concentragdes de 10 pM, 25 pM, 50 pM, 100 M e 200 uM por 24 horas (A) e 48 horas (B).
Antes dos estimulos, as células foram marcadas com CFSE (FL-1) e analisadas em citdmetro FACS
Verse. Cada barra representa a média do percentual + DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**)
e trés asteriscos representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,
respectivamente) em relagcdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada por Teste T.
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5.8. Ciclo celular

Tendo como objetivo analisar se 0 DHA altera a progresséo do ciclo celular em A2780,
as células foram expostas ao marcador iodeto de propideo para aquisicdo em citometro de
fluxo. Como ilustrado pela figura 8, 100 uM de DHA inibe progressao do ciclo celular em
células A2780. Essa conclusdo pode ser tomada por ocorrer diminui¢do no nimero de células
em fase G2/M.
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Figura 8: DHA inibe progressdo do ciclo celular em células A2780. A2780 foram plaqueadas e
estimuladas com DHA nas concentra¢des de 10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM por 24 horas. Apos 0s
estimulos, as células foram marcadas com lodeto de propideo (FL-2) e analisadas em citobmetro FACS
Verse. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**)
e trés asteriscos representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,
respectivamente) em relagcdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada por Teste T.
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5.9. Espécies reativas de oxigénio

A fim de se avaliar se 0 DHA altera a producdo de espécies reativas de oxigénio 1, 3 e
6 horas apds estimulo, foi realizada marcagdo para citometria de fluxo. Os valores de
fluorescéncia (MFI) obtidos a partir da aquisicdo de células A2780 tratadas com as
concentracdes de 10, 25 e 50 uM foram similares aos valores relacionados as células néo-
estimuladas. Esse resultado sugere que as concentracfes investigadas de DHA néo alteram a
producédo de espécies reativas de oxigénio em células de cancer de ovario A2780 apds 1, 3 e 6
horas de tratamento.
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Figura 9: Figura 6: DHA inibe proliferacdo de células A2780. A2780 foram plaqueadas e
estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 UM, 25 uM e 50 uM por 1 hora (A) 3 horas (B) e 6
horas (C). ApGs os estimulos, as células foram marcadas com DCF-DA (FL-1) e analisadas em
citbmetro FACS Verse.
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5.10. Anélise de biogénese de corpusculo lipidico

Alteracdes no processo de biogénese de corplsculo lipidico em células A2780 em
resposta a0 DHA também foram investigadas. Ap6s 48 horas de tratamento, 0 ndo-estimulado
apresentou valor de fluorescéncia (MFI) proximo a 80, enquanto que as células expostas a 25
MM de DHA apresentaram fluorescéncia superior a 100, apresentando diferenca estatistica

comparado ao grupo que ndo foi tratado com o acido graxo em estudo (figura 7A).

Esse aumento de biogénese de corpusculo lipidico é confirmado pela utilizagéo de Oil
Red O. Esse corante lipofilico marcador de lipideos neutros mostrou maior colora¢do em
células tratadas com 25 uM de DHA. Essas anélises experimentais mostram que o tratamento
por 48 horas de 25 uM de DHA induz aumento de biogénese de corpusculo lipidico em células
de cancer de ovario A2780 (figuras 10 A e B).
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Figura 10: DHA (25 uM) induz biogénese de corpusculo lipidico em células A2780. A2780 foram
plaqueadas e estimuladas por 48 horas com DHA na concentracdo de 25 uM. Células foram marcadas
com a sonda lipofilica Bodipy (FL-1) e adquirida em citdmetro FACS Verse (A). Cada barra representa
a média do percentual £ DP (n=3) e o asterisco (*) representa a diferenca estatistica significativa (p <
0,05) em relacdo ao N&o-estimulado (UNS) indicada por Teste T. Células foram marcadas com corante
marcador de lipideos neutros Oil Red O e o composto marcador de ndcleo hematoxilina: Néo-
estimulado e de DHA (25 uM) (B).
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5.11. Formagcéo de colbnias

Buscando analisar o efeito do tratamento com DHA sobre a capacidade de formacéo de
colénias em células A2780 foi conduzido um ensaio clonogénico, o qual consiste na avaliacéo
de formacéo de coldnia a partir da marcacdo com o corante cristal violeta. O efeito do DHA
sobre as células de cancer de ovario em estudo foi investigado ap6s 3 horas de estimulo com

esse Omega-3.

Como ilustrado pela figura 8, as células tratadas com 10 uM de DHA apresentaram
numeros inferiores de col6nias em relacdo as células ndo-estimuladas. O nimero de coldnias
formadas na condicéo de 25 pM de DHA mostrou-se drasticamente inferior & condi¢do néo-
estimulada. As células estimuladas com 50, 100 e 200 uM de DHA nao formaram coldnias
apos 3 horas de tratamento, sendo que nenhuma marcagdo com cristal violeta foi visualizada

nessas condi¢oes.
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Figura 11: DHA inibe formacdo de colbnias pelas células A2780. A2780 foram plaqueadas e
estimuladas com DHA nas concentra¢es de 10 uM, 25 pM, 50 pM, 100 uM e 200 uM por 3 horas.
Ap0s 48 horas em meio na auséncia de DHA, as células foram coradas com cristal violeta.
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5.12. Secrecao de 6xido nitrico
Buscando investigar se 0o DHA modula a secrecéo de dxido nitrico pelas células A2780,

foi realizada dosagem a partir de sobrenadante de cultura. No entanto, ndo foram obtidos
valores detectaveis de 6xido nitrico em nenhuma das condicdes, sugerindo que a célula de

cancer de ovario A2780 secreta niveis muito baixos desse 6xido.

5.13. Secregao de citocinas

Tendo como objetivo investigar o efeito do DHA sobre secrecdo das citocinas
Interleucina 1B (IL-1pB), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a), foi
realizada analise de sobrenadante de cultura utilizando a técnica do ELISA. A coleta dos

sobrenadantes ocorreu 24, 48 e 72 horas ap6s o inicio do estimulo.

A quantificacdo da citocina IL-1p mostrou que as células A2780 secretam valores que
variam de 2 a 20 pg/mL dessa proteina. A figura 13 sugere que, apesar de apresentar alto grau
de variacdo, 0 DHA n&o modula a secregé@o de IL-1p pelas células A2780 apds 24, 48 ¢ 72
horas de estimulo.
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Figura 12: DHA néo altera secrecdo de IL-1p em células A2780 apos 24, 48 e 72 horas de estimulo.
A2780 foram plaqueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 puM, 50 pM, 100
MM e 200 uM por 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). Apds os estimulos, os sobrenadantes de
cultura foram coletados e a quantidade de IL-1p foi dosada por ELISA. Cada barra representa a média
do percentual = DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em relacdo ao Nao-
estimulado (UNS) indicada por Teste T, ANOVA e pés-teste de Tukey.
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A dosagem de TNF-a indicou que as células de cancer de ovario A2780 secretam
valores relativamente altos dessa molécula. No entanto, como ilustrado pela figura 13, o DHA

ndo modula a secrecao dessa citocina pelas células A2780 apos 24, 48 e 72 horas de estimulo.
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Figura 13: DHA ndo altera secrecdo de TNF-a em células A2780 apds 24, 48 e 72 horas de
estimulo. A2780 foram plaqueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 uM, 50
UM, 100 uM e 200 uM por 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). Ap6s os estimulos, 0s
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de TNF-a foi dosada por ELISA. Cada barra
representa a média do percentual + DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em
relagdo ao N&o-estimulado (UNS) indicada por Teste T, ANOVA e pos-teste de Tukey.
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Verifica-se que o DHA induz modulagéo na secrecdo da citocina IL-6. Como mostrado
pela figura 14A, 24 horas apos estimulo com 50 UM de DHA ocorre diminuicdo da secrecao
dessa citocina, enquanto que hd aumento da exportacao desta em resposta ao estimulo com 100
1M de DHA. Em 48 horas, como ilustrado pela figura 14B, ocorre aumento na secre¢do dessa
interleucina em resposta ao tratamento com 25, 50 e 100 uM de DHA. Por outro lado, apds 72
horas de estimulo com 50 uM de DHA verifica-se diminuicao do transporte dessa citocina para

fora da célula (figura 14C).

Esses resultados sugerem que o DHA ndo modula a secrecdo de IL-1p ¢ TNF-a em
células de cancer de ovario A2780 nos tempos testados, enquanto que esse &cido graxo modula
a secrecdo de I1L-6 por A2780 em todos os tempos de estimulo investigados.
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Figura 14: DHA aumenta a secre¢do de IL-6 em células A2780 apés 24, 48 e 72 horas de estimulo.
A2780 foram plagqueadas e estimuladas com DHA nas concentragdes de 10 uM, 25 puM, 50 pM, 100
MM e 200 uM por 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). Ap6s os estimulos, 0s sobrenadantes de
cultura foram coletados e a quantidade de IL-6 foi dosada por ELISA. Cada barra representa a média
do percentual = DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em relacdo ao N&o-
estimulado (UNS) indicada por Teste T, ANOVA e pds-teste de Tukey.
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6. Discussao

O presente trabalho visou caracterizar os efeitos do Omega-3 4cido docosahexaenoico
(DHA\) sobre células de cancer de ovario humano A2780, analisando parametros celulares e

investigando a morte celular induzida por esse acido graxo.

Sabe-se que a inflamac&o é uma resposta bioldgica a perturbacdes na homeostase de
tecidos (Medzhitov 2008). Esse processo pode ser induzido pela invaséo de patdgenos ou por
células danificadas, € mediado por alterac6es na vascularizacdo local (Ashley et al. 2012), e se
caracteriza pela secre¢do de diversos mediadores e moléculas de agdo citotoxica, além de
migracdo intensa de células da resposta imune (Kotas & Medzhitov 2015). Por isso, a
inflamacgdo pode ser danosa ao tecido no qual ocorre, e a ineficiéncia ou incapacidade de
resolver esse processo pode levar ao estabelecimento de um quadro persistente crénico, o qual
favorece o desenvolvimento de diversas patologias, incluindo o cancer (Sugimoto et al. 2016).
20 % dos casos de desenvolvimento tumoral em humanos esta relacionado a inflamacéao crénica
(Crusz & Balkwill 2015). Isso ocorre porque o microambiente inflamatorio apresenta intensa
ativacdo de NF«B, altos niveis de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, citocinas,
mediadores lipidicos e microRNAs (Munn 2017), fatores que favorecem ativacdo de
oncogenes, genes associados ao favorecimento de proliferagdo celular, sobrevivéncia e

angiogénese, os quais possibilitam iniciacdo tumoral (Mantovani et al. 2008).

No contexto da progressdo tumoral, sabe-se que a influéncia da inflamacéo sobre a
tumorigénese nao é linear e depende do balanco de citocinas e quimiocinas presentes no
microambiente tumoral. Quando hé poucas citocinas secretadas ou citocinas anti-inflamatérias
em abundancia, ha limitacao de respostas inflamatoria e vascular, apresentando como resultado
diminuigcdo do crescimento tumoral. Em contrapartida, quando h& secrecdo abundante de
citocinas pro-inflamatorias no estroma tumoral, a inflamagéo induzida favorece a ocorréncia
de angiogénese, possibilitando o crescimento do tumor. Apos crescimento tumoral em resposta
a fatores pro-tumorigénicos, alteragdes do perfil de citocinas e quimiocinas locais podem
acontecer, com favorecimento de infiltragdo intensa de mondcitos e neutréfilos, resultando em

regressao tumoral e angiostasia.

O impacto do processo inflamatorio sobre o risco de iniciagdo tumoral no ovario
também é bastante relevante, visto que a ovulagdo € um processo associado a inflamacdo. A

superficie do epitélio ovariano adjacente ao local da ovulacdo € continuamente exposta a um
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ambiente inflamatorio e oxidativo. Durante o processo de liberacdo do ovocito e no processo
de reparo do tecido, diversos fatores pro-inflamatorios sdo liberados. Outra hipGtese
recentemente apresentada sugere que o ferro derivado de menstruagéo retrograda induz estresse
oxidativo nas células da regido. Segundo os pesquisadores, nesse processo ocorre hemdlise
mediada por macrofagos ativados e pelas citocinas secretadas por eles (Maccio & Madeddu
2012). Portanto, assim como em outros tipos de cancer, a iniciacdo e a progressao do tumor

ovariano também sdo influenciadas pela inflamagé&o.

Visto que a inflamacao € um processo que pode aumentar os riscos de desenvolvimento
de tumores, as ac¢Oes anti-inflamatdrias do 4&cido docosahexaenoico (DHA) vém se
apresentando aplicaveis. Estudos vém demonstrando que o DHA e seus produtos sdo capazes
de inibir quimiotaxia de leucdcitos, expressdo de moléculas de adesdo, producdo de
eicosanoides derivados do acido graxo Omega-6 Acido araquiddnico (AA) e sintese de
citocinas pro-inflamatdrias. Essa acdo anti-inflamatoria do DHA deriva principalmente do fato
de ele ser matéria-prima na producdo de mediadores lipidicos que atuam favorecendo o
processo de resolucéo da inflamacéo (Calder 2017).

Diversos trabalhos vém informando que o DHA ndo sé apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, mas esse acido graxo poli-insaturado também diminui a viabilidade de células
de cancer. Estudos mostraram que células de cancer de mama (Hwang et al. 2015), pulméo
(Yin et al. 2017) e colon (Pettersen et al. 2016) tratadas com DHA in vitro apresentaram
diminuicdo na viabilidade de forma dose- dependente. O efeito de reducdo da viabilidade de
células de origem tumoral de forma dependente da concentracdo do DHA utilizado para
estimulo também foi verificado no trabalho em discusséo, mostrando efeito dependente da dose

e do tempo de tratamento.

A influéncia do DHA sobre a viabilidade de células cancerigenas provavelmente deriva
do fato de esse &cido graxo apresentar acOes inibitorias sobre proliferacdo celular e favorecer
0 acontecimento de morte dessas células. Diversos trabalhos vém sugerindo que o acido
docosahexaenoico inibe proliferagdo em células de céncer, incluindo derivadas de mama
(Altenburg et al. 2011), préstata (Oono et al. 2017), colon (Skender et al. 2012), estdmago (Dai
et al. 2013), pancreas (Zhang et al. 2007), figado (Wan 2010) e pulméo (YAO et al. 2014). O
ensaio com o composto CFSE nos mostrou que, de forma similar a esses trabalhos, o DHA

também inibe proliferacdo de células de cancer de ovario humano in vitro.
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Estudos analisando o efeito de 100 e 200 uM de DHA sobre células de cancer de mama
(Rescigno et al. 2016) e figado (Wan 2010) mostraram que essas concentracdes inibiram a
progressdo do ciclo celular nessas células de cancer. O efeito inibitorio de 100 UM de DHA
sobre o ciclo celular de células A2780 também foi verificado no presente estudo. Segundo 0s
estudos citados acima, a acdo inibitdria sobre o ciclo celular que o0 DHA apresenta se da por
meio da diminuicéo dos niveis de proteinas associados a regulacao do ciclo celular em células

tratadas com esse Omega-3.

A acdo de inducdo de morte de células cancerigenas mediada pelo Omega-3 &cido
docosahexaenoico também vem sendo descrita. Indugédo de morte de células de cancer de célon
(Skender et al. 2012), pancreas (Zhang et al. 2007), mama (Geng et al. 2017) e células da glia
(Kim et al. 2017) ocorrem como consequéncia do tratamento dessas células com o DHA. No
presente trabalho foi possivel se verificar que o DHA também induz morte em células derivadas
de tumor ovariano A2780, inducdo que se apresentou como sendo tempo e dose-dependente.
No entanto, o perfil de morte celular apresentado pelas células de cancer de ovario em resposta
ao estimulo com crescentes concentracdes de DHA mostrou que a morte litica é o principal
tipo de morte induzida nessas células. Por outro lado, o DHA induz principalmente morte

apoptotica nos trabalhos citados.

A fragmentacdo nuclear é caracterizada por ocorrer como consequéncia da morte
apoptotica. Durante esse processo, 0 material genético encontrado no nicleo celular é clivado
por nucleases gerando fragmentos menores de tamanhos constantes (He et al. 2009). No
trabalho em discussdo, verificamos por marcagdo com iodeto de propideo que o estimulo por
24 horas com 200 uM de DHA induziu a formacdo de sequéncias de DNA de tamanhos
inferiores aos encontrados em células vivas. Esse fato sugere que nessa concentracdo e apos
esse tempo de tratamento o DHA também induziu morte apoptdtica nas células de cancer de
ovario humano A2780, indicando que tal concentracdo é tdo alta que atua induzindo diversas
vias de morte celular. Estudos mostraram que pode ocorrer na mesma célula indug@o de morte
por apoptose e piroptose dependendo da dose do estimulo utilizada (Sagulenko et al. 2013;
Lebeaupin et al. 2015).

O ensaio clonogénico possibilita a avaliacdo da viabilidade reprodutiva de uma célula
em resposta a um tratamento. Ou seja, esse ensaio analisa a capacidade de uma célula de
produzir progenia. A analise de formacdo de colbnia é importante por possibilitar a

investigacao de parametros carcinogénicos como proliferacdo e migracdo (Rafehi et al. 2011).
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Yin e colaboradores (2017) mostraram que o tratamento de células de cancer de pulméo A459
com DHA inibiu a formacéo de col6nias dessas células, fato também verificado no presente

trabalho.

Corpusculo lipidico é considerada uma organela dindmica e funcional que participa do
armazenamento de moléculas lipidicas, biossintese de membranas, metabolismo lipidico,
sinalizacdo celular e inflamagéo (Tirinato et al. 2017). E sabido que o DHA ¢ notavelmente
armazenado nessas organelas quando encontrado em excesso no interior da célula ou na regiao
exogena (Chen & Li 2017; Tremblay et al. 2016). Em estudo avaliando o efeito do DHA sobre
a biogénese de corpusculo lipidico de células de cancer de mama nao-invasivo humano (MCF-
7), se verificou que houve aumento de mais de 50 % de acimulo de corpusculo lipidico nas
células tratadas com o acido graxo comparadas ao grupo controle (Chamras et al. 2002). O
efeito de aumento de biogénese de corpusculo também foi verificado no presente trabalho por

meio de marcacdo com o fluoréforo BODIPY 493/503 e com o corante lipofilico Oil Red O.

Sabe-se que um dos principais modos de interacdo entre a célula tumoral e o
microambiente inflamatorio é pela secrecdo de citocinas e outros mediadores. A capacidade
invasiva de células malignas tende a aumentar em presenca das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6
(Balkwill et al. 2005). Essas citocinas foram dosadas por ELISA e niveis detectaveis foram
obtidos (figuras 9, 10 e 11). E possivel se afirmar a partir da figura 11 que o DHA apresentou

modulacdo apenas da citocina IL-6.

E sabido que alteracdes de permeabilidade de membrana ocorre em mortes de natureza
litica, como a piroptose. Torna-se cada vez mais claro que esse efeito sobre a integridade de
membrana é devido a formacdo de poros de forma regulada. Na morte por piroptose, a
formacéo de poros na membrana é mediada pela por¢cdo N-terminal da Gasdermin-D, a qual é
a principal executora no processo de eliminagéo de integridade de membrana por formacao de
poros. No presente trabalho, utilizando o marcador iodeto de propideo, foi possivel se verificar
que o DHA induziu formacéo de poros em células de cancer de ovério A2780 in vitro. O
aumento na formacg&o de poros de membrana se inicia 2 horas apos o inicio do estimulo com o
acido graxo, indicando que o processo de morte celular induzido pelo DHA é precoce
apresentando formagéo de descontinuidades de membrana. Um trabalho publicado pelo grupo
mostrou que DHA induziu formacao de poros em células de cancer de mama invasivo humano
(MDA-MB-231). Nesse trabalho foi possivel verificar que a fluorescéncia do iodeto de

propideo no ponto inicial do ensaio, indicativa de formacdo de poro de membrana, era superior
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comparada ao grupo ndo-estimulado e se manteve superior ao grupo controle durante todo o

periodo analisado (Pizato et al. 2018). O mesmo efeito foi verificado no estudo em discussao.

A caspase-1 se caracteriza por ser uma enzima citoplasmatica que possui papel central
na maturacdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-18 e na clivagem e ativacdo da
proteina executora da piroptose Gasdermin-D (Bliss-Moreau et al. 2017). Portanto ativacao de
caspase-1 pode indicar progressdo de morte piroptética. Um trabalho recente do grupo mostrou
que o DHA induz ativacdo de caspase-1 em células de cancer de mama MDA-MB231 (Pizato
et al. 2018). O mesmo efeito de ativacdo dessa enzima foi verificado no presente trabalho,
ocorrendo ativagdo de caspase-1 em células de cancer de ovario humano A2780 de forma dose-
dependente 24 horas apds inicio do estimulo com DHA. Essa ativacdo sugere que ha inducéao

de morte celular por piroptose nas células investigadas.

A Gasdermin-D é uma proteina cuja clivagem pela acéo da caspase-1 estd associada a
liberagdo da porcdo executora N-terminal, interagdo com componentes lipidicos da membrana
plasmatica e formacdo de poro (Qiu et al. 2017). O estudo ja citado publicado por Pizato e
colaboradores (2018) apresentou que 0 DHA induz clivagem de Gasdermin-D em células de
cancer de mama humano invasivo. A inducdo de clivagem de Gasdermin-D em resposta ao

estimulo com o DHA também foi verificada em células de céancer de ovario humano A2780.

O presente trabalho mostrou que o DHA induz diminuicédo de viabilidade de células de
cancer de ovario humano A2780, mostrando que esse acido graxo apresenta acao citotdxica a
essas células. Os ensaios de perfil de morte celular por Anexina/Pl e formacdo de poros de
membrana indicaram que as células derivadas de tumor ovariano quando tratadas com o DHA
indicaram que as células em estudo apresentam morte com perda de integridade de membrana
de forma precoce. O fato de ocorrer ativacdo de caspase-1 bem como formacéo de poros na
membrana plasmatica e clivagem de Gasdermin-D nas células A2780 sugere que a morte

induzida pelo DHA nas células de cancer de ovario é a piroptose.

A morte celular por piroptose estd associada a ativacdo de diversos inflamassomas,
inclusive 0 NLRP3 (Sharma & Kanneganti 2016). O inflamassoma NLRP3 necessita de dois
sinais para ser ativado: um primeiro sinal, associado a ativacdo de receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs), e um segundo sinal, normalmente relacionado
a indicadores de dano celular, como liberacéo de catepsina. (Guo et al. 2015). A possibilidade
do DHA atuar como agonista de PRRs em células de cancer foi apresentada em células de

cancer de mama, nas quais esse acido graxo poli-insaturada interage com TLR4 e induz a
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ativacao deste, atuando como primeiro sinal para a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Geng et
al. 2017). Outro estudo sugeriu que o DHA apresenta sua acdo citotoxica no contexto da
inducdo de morte por piroptose por atuar como segundo sinal, indicado pelo fato de que
inibicdo de producdo de espécies reativas de oxigénio e de liberacdo de catepsina induzem
diminuicao de formacao de poros em células de cancer de mama (Pizato et al. 2018). Frente a
essas informagdes, nos sugerimos que a citotoxicidade do DHA em células de cancer de ovario
pode ser devido a agdo deste composto lipidico como primeiro e segundo sinais. Analises
adicionais sdo necessarias afim de descobrir os mecanismos moleculares do DHA sobre a

inducdo da morte por piroptose em células de cancer de ovario.

O trabalho em discussdo caracterizou o efeito do DHA sobre alguns parametros de
células de cancer de ovario humano A2780, mostrando que esse acido graxo diminui
viabilidade, proliferacdo, progressdo do ciclo celular e formacéo de col6nias por essas células,
favorece inducao de morte por piroptose, induz aumento de biogénese de corpusculo lipidico,
ndo altera os niveis de IL-1B e TNF-a secretados e de espécies reativas de oxigénio, modula a

secrecdo de IL-6 e favorece fragmentacdo nuclear em altas concentracdes.
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7. Conclusao

Pode-se concluir a partir desse trabalho que o DHA apresenta caracteristicas anti-
tumorais em células de cancer de ovario humano in vitro por induzir morte celular por piroptose

em células A2780 e inibir crescimento dessas células.
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