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RESUMO

O cancer de prdstata estd entre as cinco principais causas de morte no mundo e um
dos fatores que contribuem para esse alto indice de mortalidade sdo as limitagdes no
diagndstico precoce. Neste sentido, tem-se buscado estratégias de reducdo dos riscos de
desenvolver a patologia pela quimioprevencdo. O 4cido docosahexaendico (DHA) e a
melatonina (MLT) tém sido investigados como agentes antitumorais e existem fortes
evidéncias do envolvimento das mitocondrias nesse processo, o que até o momento ndo foi
completamente elucidado. Neste sentido, na tentativa de testar o potencial preventivo, nosso
objetivo foi avaliar se o DHA reduz a proliferacio e sobrevivéncia de células PNT1A
mediado pelo aumento do estresse oxidativo, como também se a MLT exerce o mesmo efeito
modulando a bioenergética mitocondrial. Além disso, testamos também se combinados tém
efeito amplificado. Primeiramente, observamos que: (1) O DHA apresentou comportamento
hormético, de forma que estimulou a proliferacio em menores concentragdes, mas diminuiu
na maior molaridade testada de 100uM para os tempos 48 e 72h; (2) a MLT exibiu efeito
anticlonogénico a partir de 1uM, o que foi amplificado na co-incubacdo com o lipidio. O
efeito antiproliferativo do DHA (100uM) e da MLT (1uM) com 48h de exposic¢ao indicaram
que: (3) o dmega-3 elevou o estresse oxidativo acompanhado de aumento da 4rea e perimetro
mitocondrial, parametros reduzidos pela MLT; (4) a indolamina sozinha ou combinada com o
lipidio melhorou a fosforilacdo oxidativa e recuperou a capacidade das células de
responderem a situacOes de estresse, provocadas pelo DHA; (5) A MLT estimulou e 0o DHA
reduziu o acimulo de glicogénio intracelular; (6) isolados ou em combinagdo, os tratamentos
inativaram AKT, sendo que o hormdnio individualmente inibiu a via do mTOR e na presenca
do DHA ativou a via ERK1/2; (7) o hormé6nio co-incubado com o DHA aumentou a
expressao de GSTP1; (8) ambos os compostos ndo alteraram a expressdo de AR, mas a MLT
aumentou a captacdo de testosterona pelas células PNT1A; e (9) os efeitos da indolamina
observados nao foram dependentes de receptores MTR1 e MTR2. Por outro lado, constatamos
que o DHA estimulou da proliferagdao celular (50uM por 48h) na maior concentracio,
provavelmente devido a retencdo citoplasmatica do PPARy. Em conclusao, esses resultados
sugerem cautela na suplementacdo com DHA, tendo em vista seu papel supressor ou
estimulador da proliferagdao. Além disso, a propriedade quimiopreventiva de ambos, isolados
ou em combinagdo, ficou evidenciada e coloca o estresse oxidativo, em especial as
mitocondrias, como importantes alvos na redug¢do da sobrevivéncia de células epiteliais

prostaticas com alteracdes pré-malignas.



ABSTRACT

Prostate Cancer (PCa) is among the five main causes of death in world scenario
and early diagnosis limitations may contribute to this higher mortality index. In this line,
strategies have been investigated with focus on prevention and decrease of risks to develop
PCa. Docosahexaenoic acid (DHA) and melatonin (MLT) have been suggested as antitumor
agents and there are strong evidences of mitochondria role in their effects, but is not
completely elucidated. In this context, our aim was to evaluate chemoprevention potential of
DHA in decrease survivor and proliferation of PNT1A cells mediated by increase of oxidative
stress, as well as if MLT exert same effect by modulating mitochondria bioenergetics.
Moreover, we tested if combined they exhibited amplified effect. Firstly, we concluded that:
(1) DHA exerted hormetic behavior by stimulating at lower concentrations cell proliferation
and decreasing at highest molarity 100uM when exposed for 48h and 72h; (2) MLT displayed
anticlonogenic effect from 1uM which was amplified when co-incubated with lipid.
Antiproliferative effect of DHA (100uM) and MLT (1uM) at 48h indicated that: (3) omega-3
increased oxidative stress followed by area and mitochondrial perimeter, parameters reduced
by MLT; (5) indole alone or in combination with fatty acid improved oxidative
phosphorylation and recovered cell capacity to respond to stress situation provoked by DHA;
(5) MLT increased and DHA reduced intracellular glycogen accumulation; (6) isolated or
combined, treatments inactivated AKT, MLT alone suppressed mTOR and when co-incubated
activated ERK1/2 pathway; (7) hormone co-incubated with DHA increased GSTP1
expression; (8) treatments did not change AR expression, but MLT stimulated testosterone
uptake by PNT1A cells; and (9) indole effects observed in our study were not dependent of
MTR1 and MTR2 receptors sensitization. On the other hand, DHA increased cell proliferation
(50uM-48h, the highest rate achieved), probably due to citoplasmatic retention of PPARYy. In
conclusion, our results suggest wariness with DHA supplementation with regard to lipid role
in encourage or inhibit cell proliferation. Besides that, both chemopreventive property,
isolated or in combination, was revealed and point to oxidative stress, mainly mitochondria,
as relevant targets in decrease of survivor of prostatic epithelial cells with pre-malignant

alterations..
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I. INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) é a segunda causa de morte no Brasil (Filippou e
Nielsen, 2016) e afeta principalmente homens, em média, a partir dos 66 anos de idade (Shiu
et al,, 2007). A sua etiologia ainda ndo estd elucidada, mas sabe-se que tem cunho
multifatorial com componentes genéticos e ambientais, como o tipo de alimentagdo,
exposicdo a carcindgenos, respostas a mediadores inflamatdrios, além do histérico familiar
(Cunningham e You 2015; Torre et al. 2015). No intuito de entender os eventos moleculares
que influenciam a carcinogénese da glandula, modelos in vitro tém sido desenvolvidos com
caracteristicas distintas de regulacdo androgénica e progressao tumoral, conforme resume a
Tabela 1 (Cunningham e You, 2015). No entanto, dadas as caracteristicas moleculares de cada
estdgio da patologia e limita¢cdes no diagndstico precoce, o CaP ainda permanece entre as

cinco principais causas de morte no cendrio mundial.

Linhagem Origem Tipo AR Cariétipo
Epiteliais luminais
PNTI1A imortalizadas com Normal RNAm/proteina aneuploide
SV40
RWEP-1 Células HPE da zona Normal RNAm/proteina 45/51, perdade 7q e
periférica 18
Nédulo Tumoral
LNCaP . responsiva a RNAm/proteina 33-91, aneuploide
supraclavicular .
andrégeno

Tumoral ndo
PC3 Metéstase vertebral responsiva a
andrégeno

Nao expressa

RNAm/proteina 58, aneuploide

Tumoral ndo
DU145 Metéstase cerebral responsiva a
andrégeno

Nao expressa

RNAm/proteina o

Tabela 1. Caracterizacdo geral dos principais sistemas in vitro de estudo da carcinogénese
prostatica (Cunninghan e You, 2015, adaptado).

A proéstata € uma glandula acessoria do sistema reprodutor masculino regulada por
esteroides sexuais desde o inicio do seu desenvolvimento até a vida adulta, via ativacdo de
receptores de andrégenos (AR) e de estrégenos (ERs). Estes receptores controlam eventos

determinantes na homeostasia glandular, como proliferagcdo, metabolismo, determinacao
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celular, além da atividade do epitélio secretor (Cunha et al., 1996; Cunha et al., 2004; Marker
et al., 2003) e alteragdes na resposta disparada por tais receptores, ou até mesmo na
sensibilidade aos seus respectivos hormdnios, sao frequentes em células tumorais (Hebert et
al., 1998; Parsons et al, 2006; Powers e Marker, 2013). O tratamento mais indicado para casos
de CaP em que as células ainda dependem de andrégeno € a castragdo quimica ou cirdrgica,
seguido de prostatectomia e radioterapia (Heidenreich et al., 2011). Entretanto, a ablacdo
androgénica pode conferir uma vantagem seletiva a células cancerigenas independentes de
andrégenos, as quais eventualmente proliferam e promovem a reincidéncia de forma mais
agressiva, adquirindo alto potencial metastdtico, principalmente para os 0ssos, cérebro e
pulmdo (Abertsen et al., 1998; Kirby et al., 2011; Jin et al., 2011). Atualmente, entre as
principais estratégias de tratamento do CaP estd o uso de compostos com capacidade de
influenciar a via de sinalizacdo de esteroides sexuais (Cui et al., 2017). Entre eles, sao
investigados principalmente inibidores da Sa-redutase (finasterida e dutasterida), devido a
propriedade desta enzima em converter testosterona em Sa-dihidrotestosterona (DHT),
horménio com alta afinidade pelo AR, o qual quando ativado pode regular multiplos genes
envolvidos na carcinogénese prostatica (Heinlein e Chang, 2014; Kosaka et al., 2014). Além
destes, antagonistas do AR (Flutamida e Bicalutamida), como também bloqueadores da
atividade do ER (Toremifeno) tém sido sugeridos como potenciais agentes terapéuticos
(Alberts et al., 2006; Price et al., 2006; Zanardi et al., 2009). Entretanto, os mecanismos
disparados por tais candidatos ainda ndo estdo completamente elucidados e seus efeitos sao
questiondveis, tendo em vista que alguns estudos experimentais reportaram a maior incidéncia
de lesdes pré-malignas apds a administracdo de alguns inibidores (Cui et al., 2017). Neste
sentido, uma das estratégias de reducdo de riscos de desenvolver do CaP pode ser a
quimioprevencdo, focalizada em impedir a progressio de estdgios iniciais para mais

avancados.

Entre os candidatos com potencial terapéutico e sem relevantes efeitos colaterais
estdo os Acidos Graxos Polinsaturados (PUFAS), presentes na dieta e muito utilizados como
suplementa¢do nutricional, especialmente os dmegas-3 (®-3), encontrados tanto em alimentos
de origem vegetal como animal (Lovegrove et al., 2015; Martin et al., 2006). Estes lipidios
estdo sujeitos a metabolizagdo parcial no reticulo endoplasmdtico liso e podem gerar
intermedidrios que atuam favorecendo ou inibindo a sobrevivéncia celular (Appolindrio et al.,
2011; Eser et al., 2013). Além disso, o papel antimitogénico, em especial de PUFAs »-3, tem

N

sido atribuido a capacidade de promover a reducdo do crescimento de células tumorais
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prostaticas por inducdo da apoptose mediado pelo aumento do estresse oxidativo em niveis
letais (Berquin et al., 2011; Bianchini et al., 2012; Epstein et al., 2012; Shin et al., 2013).
Entretanto, pouco se sabe sobre suas propriedades em células com fendétipo normal e com
alteracdes pré-malignas inicias. Embora estes efeitos antitumorais tenham sido descritos,
alguns estudos mostraram haver uma correlacdo positiva entre altas concentracdes de PUFAs
com a incidéncia de tumores s6lidos em diferentes tecidos, como o hepético, mama e também
na prostata (Sauer et al., 2001; Sorongon-Legaspi et al., 2013; Wang et al., 2016; Zhao et al.,
2014). Esta associagao ainda € reforcada por estudos clinicos que apontam uma relagao forte
de maior agressividade do carcinoma prostatico ¢ PUFAs -3 (Chua et al., 2013). O estimulo
de proliferacdo em diferentes células tumorais pode estar, em parte, associado a mudangas no
perfil metabdlico (Lima et al., 2016; Vaz et al., 2012) que podem promover o maior aporte de
acidos graxos, incluindo os polinsaturados, que estimulam vias como as da Proteina Quinase
Ativada por Mitégeno (MAPK) (Dauchy et al., 2003; Sauer et al., 2007). Portanto, ndo existe
um consenso sobre a acdo dos PUFAs, inclusive na prdstata e alguns autores ainda apontam
para uma resposta individual e dose dependente entre linhagens prostaticas normais e

cancerigenas na proliferacdo celular (Meng et al., 2013).

O estresse oxidativo € dado pelo aumento na geracdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), termo utilizado coletivamente para radicais e outras formas nao radicalares
derivados do oxigé€nio, ndo neutralizadas. Sabe-se que sua formacgdo intracelular ocorre
durante a fosforilacdo oxidativa (Halliwell e Gutteridge, 2007), mas também podem ser
geradas no Ciclo de Krebs, nas reagdes envolvendo NADPH oxidase e nas reacdes da [3-
oxidacdo de acidos graxos nos peroxissomos (Halliwell et al., 2007). A produgdo de EROs
ocorre naturalmente em condigdes fisioldgicas e leva a maior fosforilagdo de I-kp (Inibidor de
Kappa Beta) e translocacdo do NF-kf (Fator Nuclear Kappa Beta) para o nicleo, estimulando
a transcricdo de enzimas antioxidantes (Tomds-Zapico e Coto-Montes, 2005), mantendo
assim um equilibrio. Por um lado, a producdo excessiva de EROs nado neutralizados pode ser
letal e causar danos celulares irreversiveis, provocando autofagia e/ou apoptose devido a
modificagdes ndo enzimaticas em proteinas, lipidios e DNA (Koyuturk et al., 2006; Rubio et
al.,, 2012). Por outro, em niveis menores, 0 estresse oxidativo parece estar associado a
progressao do CaP (Freitas et al., 2012; Oberley et al., 2000; Yossepowitch et al., 2007). Estas
evidéncias apontam para o possivel envolvimento das mitocOndrias, principal sitio de
producdo de EROs. Neste sentido, sabe-se que na carcinogénese prostdtica, ocorrem mutagoes

em genes que codificam complexos da cadeia transportadora de elétrons (CTE), além de que
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células andrégeno dependentes LNCaP detém 4,6 vezes mais mitocondrias comparado as ndo
cancerigenas, enquanto que na independentes PC3 e DU145 este indice reduz a metade
(Panov e Orynbayeva, 2013; Philley et al., 2016), o que também coloca em evidéncia a
participacdo do AR na atividade mitocondrial e a progressdo tumoral. As mitocondrias ainda
participam do processo de apoptose pela inducdo do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (mPTP) e deplecdo na producao de ATP (Patergnani et al., 2011; Wang e Youle,
2009; Wong, 2011). Somado a isso, hd o envolvimento com proteinas da familia Bcl-2, que
controlam a liberacao do citocromo c e outras moléculas presentes no espaco intermembranas
para o citosol que podem ter acdo pré ou anti-apoptética (Bossy-Wetzel e Green, 1999;
Kroemer et al., 1997; Tsujimoto et al., 2006). Estes achados parecem evidenciar as
mitocondrias como potenciais alvos terapéuticos e o uso de PUFAs, capazes de exercer efeito
antimitogénico mediado pela elevacdo do estresse oxidativo mitocondrial, pode ser uma

estratégia de preven¢do ao CaP.

Se por um lado o aumento do estresse oxidativo em niveis letais pode ter efeito
antitumoral, por outro, considerando que ha aumento da producdo de EROs na progressao do
CaP, a sua contencdo poderia atrasar o avanco tumoral. Nas ultimas décadas, a melatonina
(MLT), um hormoénio de efeito pleiotropico sintetizado a partir do triptofano, tem sido
investigada seu papel protetor no CaP (Shiu et al., 2007; Stehle et al., 2011). Esta hipotese de
que a MLT atuaria como agente supressor de tumor é corroborada por estudos clinicos que
diagnosticaram pacientes com CaP e detectaram baixos niveis séricos da indolamina,
enquanto outros ainda relataram que ocorre queda acentuada na progressdo de quadros de
Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP) para adenocarcinoma (Bartsch et al., 1997; Shiu et al.,
2007). Interessantemente, 75% da incidéncia deste cancer ocorrem em homens acima dos 65
anos (Shiu et al., 2007), e sabe-se que com o envelhecimento hd ablagcdo na sintese de MLT
devido ao comprometimento da glandula pineal (Iguchi et al., 1982; Waldhauser et al., 1988;
Srinivasan et al., 2005), assim como da fun¢do mitocondrial devido a maior geragdo de EROs
(Sohal e Weindruch, 1996; Scialo et al., 2017). Neste sentido, estudos com animais
pinealectomizados mostraram uma associacdo entre a auséncia de MLT pineal com o
desenvolvimento e progressdo de diferentes tipos tumorais, incluindo o de préstata (Blask et
al., 2011; Cutando et al., 2012). Por outro lado, a administragdo deste hormonio foi capaz de
suprimir o crescimento tumoral apds inoculagdao de células LNCaP, mesmo apds a castracao
(Siu et al., 2002). Estas evidéncias podem sugerir que a suplementacao com MLT em faixas

etarias de risco (30 a 40 anos), caracterizadas devido a maior probabilidade de formagdo de
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Neoplasias Intraepiteliais Prostéticas (NIPs), possa ser uma estratégia de prevencdo (Sakr et
al., 1993; 1996). Além de interferir na sinalizacdo androgénica, o hormonio ainda tem papel
determinante no estado redox celular devido a sua propriedade antioxidante. Em nosso
laboratério a MLT, administrada na dgua de beber a uma dose 100ug/peso corporal/dia, se
mostrou eficiente na recuperacdo da atrofia prostitica em ratos senis € obesos € pareceu
influenciar na proliferacdo, frequéncia de células AR-positivas, como também o perfil
antioxidante da glandula, em especial o aumento da atividade da Glutationa-S-transferase
(GST) intratecidual (Tamarindo et al., 2016). Outros estudos de nosso grupo também
revelaram um efeito positivo do tratamento com baixas doses desse hormonio (10ug/peso
corporal/dia) contra os danos provocados pelo estresse oxidativo na prdstata de ratos
diabéticos (Gobbo et al., 2015). Contudo, os efeitos da MLT sobre a fisiologia das células
prostaticas ainda s@o inconclusivos, em especial em linhagens com alteracOes pré-malignas

iniciais.
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IL. PROBLEMATICA

A MLT € o hormdnio responsdvel principalmente por controlar o ritmo circadiano
e, além das suas propriedades antioxidante e antitumoral, também apresenta atividade
imunomoduladora e antinflamatéria (Gao et al., 2017). Sua via de atuacdo pode ser
desencadeada de forma dependente ou ndo da sensibilizacdo de receptores de membrana
acoplados a proteina G, MTR1 e MTR2, ambos expressos da prdstata (Gilad et al., 1998).
Sabe-se que em baixas concentragdes, proximas a encontrada no plasma, a MLT atua
majoritariamente pela ativacio destes receptores (Reiter et al., 2005). Entretanto, em elevadas
concentracdes, como a encontrada em alguns tecidos, a indolamina pode atravessar a
membrana plasmatica e exercer acdo independentemente destes receptores, como a atenuacao
do estresse oxidativo (Reiter et al., 2005). Como agente antioxidante, neutraliza EROs
diretamente ou por meio de seus metabdlitos (Acuia Castroviejo et al., 2002). Esta
propriedade ainda pode ser potencializada devido ao aumento da atividade e expressdo de
enzimas antioxidantes, tais como CuZnSOD (Superéxido dismutase 1), MnSOD (Superdxido
dismutase 2) e GPx (Glutationa peroxidase) de forma tecido dependente (Mayo et al., 2002),
além de suprimir enzimas pro-oxidantes em diferentes tipos celulares (Acufia-Castroviejo et
al., 2005; Iiarrea et al., 2011). A MLT pode modular a expressdo de enzimas do sistema de
defesa antioxidante pela inibicdo de calmodulina que reduz a ativagdo de quinases, inativacao
de RORa (Receptor Orfio Alfa) no nicleo e manutengio da expressio destas (Tomas-Zapico
et al., 2005). O seu papel como agente atenuador do estresse oxidativo também pode ser
devido a modulacdo da funcdo mitocondrial. Isso porque foi reportada sua capacidade de
manutencdo do potencial de membrana, intrinsecamente relacionado a geracdo de EROs
(Lopez et al., 2008). Além disso, a MLT influencia a fun¢do mitocondrial por elevar a sintese
de ATP aumentando a atividade dos complexos I, IIl e IV da cadeia transportadora de elétrons
(Acuifia-Castroviejo et al., 2001; Martin et al., 2000, 2002). Portanto, a literatura oferece fortes
evidéncias da atuacdo da MLT na fisiologia mitocondrial (Figura 1) e que podem ter relacdo
estreita com o estresse oxidativo, mas esse conhecimento ainda é escasso para a prostata,

inclusive sua correlacdo com a proliferacao e morte celular.



19

Figura 1. Representacdo esquematica dos mecanismos exercidos pela MLT na
mitocondria. (A) Neutralizacdo direta de EROs. (B) Aumento da Atividade de enzimas
antioxidantes. (C) Membrana Mitocondrial Interna. (D) MLT aumenta atividade dos
complexos da Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) e a produgdo de ATP. (E) Regulacdo
de genes mitocondriais. (F) Regulagdo direta de mPTP. Legenda: MLT — Melatonina; MMP —
Potencial de Membrana Mitocondrial; mPTP — poro de transi¢io de permeabilidade
mitocondrial; SOD2 — Superéxido dismutase 2; GPx — Glutationa peroxidase; - SOD1 -
Superéxido dismutase 1; Prdx — Peroxiredoxina; GSH — Glutationa;, mDNA — DNA
mitocondrial; I, IL, II, IV, e V representam complexos da cadeia respiratoria; IM — Membrana
Mitocondrial Interna; OM — Membrana Mitocondrial Externa; IMS — Espaco Intermembranas.
(Zhang e Zhang, 2014).

De acordo com revisoes encontradas na literatura (Reiter et al., 2017; Shiu et al.,
2007), a MLT pode exercer seu efeito anticlonogénico em linhagens prostdticas tumorais
também por interferéncia na via de sinalizacdo do receptor de andrégeno (AR), por provocar
arresto do ciclo celular, como também redu¢cdo da angiogénese pela menor transcricdo de
VEGF em modelos xenograficos (Paroni et al., 2014; Sohn et al., 2015), conforme resume a
Figura 2. O seu potencial antiproliferativo tem sido associado principalmente a sensibiliza¢do
de MTRI1, responsavel por co-ativar paralelamente PKC e PKA levando a maior expressao de
p27ij1, reduzindo a taxa mitética (Tam et al., 2007; 2008). Além disso, a maior ativacdo de
PKC via MTR1 esta relacionada a exclusdo nuclear do AR e reducdo da sua atividade
transcricional (Lupowitz et al., 2001; Rimler et al., 2002). Entretanto, linhagens andrégeno
independentes, modelos in vitro de alta agressividade do CaP, apresentam niveis indetectaveis
de MTR1 e quando expostas a MLT sugerem outras vias de inibicdo mitética que ainda nao

estdo completamente compreendidas (Marelli et al., 2000; Reiter et al., 2017).
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Figura 2. Mecanismos de acdo oncostitica da MLT na progressdo do CaP. A esquerda,
sinalizacdo independente da sensibilizacio de receptores de membrana. A direita, acio da
indolamina dependente da ativacdo de MTR1. Legenda: Melatonin — melatonina; EGF — Fator
de Crescimento Epitelial; EGFR — Receptor do Fator de Crescimento Epitelial; PKA —
Proteina Quinase A; PKC — Proteina Quinase C; AR — Receptor de Andrégeno; MT1 —
Receptor de Melatonina 1; VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular; HIF-1a —
Fator 1a de Hipdxia; CCND1 — Genes envolvidos no controle do ciclo celular; ERK1/2 —
Quinases Reguladas por Sinais Extracelulares. Adaptado de Reiter et al., 2017.

Apesar da MLT exercer seu efeito antitumoral, alguns estudos revelaram que tem
capacidade de sensibilizar células neoplasicas devido a supressdo de vias de sobrevivéncia,
como AKT, potencializando o efeito supressor de outros compostos (Gao et al., 2016; Lu et
al., 2016). O 4acido docosahexaendico (C22:6 n-3), ou DHA, ¢ um PUFA ®-3 essencial
abundante em peixes marinhos de dguas frias, mas também encontrado em baixas quantidades
em aves, ovos e tem sido indicado como suplemento alimentar (Lovegrove et al., 2015;
Martin et al., 2006). Este lipidio tem propriedade antimitogénica por inibir vias de
proliferacdo e sobrevivéncia celular mediado pelo aumento na producdo de EROs
mitocondrial em niveis letais, em especial o eixo AKT/mTOR (Shin et al., 2013). Estes dados
reforcam as mitocOndrias como potenciais alvos celulares na supressdo tumoral. Somado a
isso, este PUFA ainda pode suprimir outras vias, como AKT/PIP; (Gu et al., 2013) e
PDK1/Akt/Bad levando a morte de células tumorais (Hu et al., 2010). A via de sinalizacdo
por esteroides sexuais também parecem responder ao DHA. Isto porque foi reportado que tal
omega-3 pode degradar AR na linhagem LNCaP (Hu et al., 2015), como também reduzir a

expressdo desse e de ERa in vivo e em linhagens prostdticas epiteliais e estromais benignas
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(Wang et al., 2016). Outros estudos indicam a degradacdo do AR pelo DHA via NF-kf,
reduzindo o crescimento e a sobrevivéncia tumoral in vitro (Cavazos et al., 2011). Este PUFA
sofre um processo complexo de oxidagdo que envolve os peroxissomos € mitocondrias (Park
et al., 2016), o que leva a geracdo de metabdlitos que atuam na supressdo tumoral
(Appolinario et al., 2011; O’Flaherty et al., 2012), além de ser altamente suscetivel a oxidacao
mediada por espécies reativas (Lyberg e Adlerceutz, 2006), gerando hidroperéxidos e
aldeidos cito e genotdxicos que podem afetar a viabilidade celular (Esterbauer et al., 1991;
Girotti, 1998; Yin et al., 2005). Tais evidéncias apontam para o potencial quimiopreventivo
do DHA, porém as respostas celulares frente a este lipidio ainda sdo inconclusivas. Isto
porque foram detectadas altas concentragdes séricas deste PUFA (Chua et al.,, 2013;
Sorongon-Legaspi et al., 2013; Yang et al., 2016), como também intrateciduais em todos os
tipos de cancer de prostata (Brasky et al., 2013). Portanto, os efeitos do DHA nas células
prostaticas parecem envolver vias de atuacdo importantes para sobrevivéncia, mas o
conhecimento do efeito quimiopreventivo pela sua suplementacdo ainda ndo é compreendido
em todos os estdgios da carcinogénese.

Portanto, DHA e MLT, apresentam fortes evidéncias de potencial
quimiopreventivo e terapéutico, principalmente por provocar a supressdo de vias de
proliferacdo e sobrevivéncia. Entretanto, como é dado este mecanismo ainda ndo estd
completamente elucidado, mas acredita-se que ocorra envolvimento das mitocOndrias, em
especial do estresse oxidativo. As evidéncias apresentadas realcam o seu potencial no CaP ja
avancado, mas em células que preservam caracteristicas normais, mas com alteracdes pré-
malignas, até o momento ndo foi estudado. Além disso, acredita-se que a acdo combinada do
DHA com a MLT possa potencializar seus efeitos supressores da proliferacdo e sobrevivéncia

celular, o que ainda ndo foi avaliado.
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III. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar, in vitro, o efeito preventivo do DHA e da
MLT, isolados ou em combinacdo, na sobrevivéncia de células prostdticas epiteliais com
feno6tipo normal, mas com alteracdes pré-malignas.

Para isso, testamos a seguintes hipdteses:

1) O DHA exerce efeito antimitogénico nas células PNTI1A, mediado pelo
aumento do estresse oxidativo mitocondrial.

2) O DHA atua de forma similar nas linhagens prostaticas tumorais determinadas
e nas normais alteradas.

3) A MLT tem propriedade antiproliferativa por modular a bioenergética
mitocondrial.

4) Quando co-incubados, DHA e MLT apresentam efeito amplificado.
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E Danos Estresse Oxidativo ?
Mitocondriais Bioenergética mitocondrial ?

Modulacio do Estresse
AKT? * EROs Oxidativo e Bioenergética
mTOR ? mitocondrial mTOR 2 Mitocondrial ?
ERK ? AKT ? o 6
6 \ AKT ?
I % l mTOR ?

WSobrevivéncia celular ‘ 9 obrevivéncia celular ‘ ERK ?

@ @ @

Figura 1. Sintese das hip6teses testadas na linhagem PNTI1A.

WSobrevwencla celular ‘

IV. RESULTADOS
Os resultados obtidos foram apresentados na forma de um manuscrito (Capitulo 1)

e outros dados adicionais (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

O Acido Docosahexaendico e a Melatonina sozinhos ou combinados
apresentam propriedade quimiopreventiva por modular o estresse

oxidativo e a bioenergética mitocondrial de células PNT1A
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RESUMO

O cancer de prostata estd entre as cinco principais causas de morte no mundo € um
dos fatores que contribuem para esse alto indice de mortalidade sdo as limitagdes no
diagnéstico precoce. Neste sentido, tem-se buscado estratégias de reducdo dos riscos de
desenvolver a patologia pela quimioprevencdo. O dcido docosahexaendico (DHA) e a
melatonina (MLT) tém sido investigados como agentes antitumorais e existem fortes
evidéncias do envolvimento das mitocOndrias nesse processo, o que até o momento nao foi
completamente elucidado. Neste sentido, na tentativa de testar o potencial preventivo, nosso
objetivo foi avaliar se o DHA reduz a proliferacio e sobrevivéncia de células PNT1A
mediado pelo aumento do estresse oxidativo, como também se a MLT exerce o mesmo efeito
modulando a bioenergética mitocondrial. Além disso, testamos também se combinados t€m
efeito amplificado. Primeiramente, observamos que: (1) o efeito antiproliferativo do DHA ¢é
observado primeiramente com 100uM por 48h; (2) a MLT exibiu efeito anticlonogénico a
partir de 1pM, o que foi amplificado na co-incubacao com o lipidio. O efeito antiproliferativo
do DHA (100pM) e da MLT (1pM) com 48h de exposicdo indicaram que: (3) o 6mega-3
elevou o estresse oxidativo acompanhado de aumento da &drea e perimetro mitocondrial,
parametros reduzidos pela MLT; (4) a indolamina sozinha ou combinada com o lipidio
melhorou a fosforilagdo oxidativa e recupera a capacidade da célula de responder a situacdes
de estresse, provocado pelo DHA; (5) A MLT estimulou e o DHA reduziu o acimulo de
glicogénio intracelular; (6) isolados ou em combinagdo, os tratamentos inativaram AKT,
sendo que o hormonio individualmente inibiu a via do mTOR e na presenca do DHA ativou a
via ERK1/2; (7) o horménio co-incubado com o DHA aumenta a expressdao de GSTP1; (8)
ambos 0s compostos ndo alteraram a expressao de AR, mas a MLT aumentou a captacao de
testosterona pelas células PNT1A; e (9) os efeitos da indolamina observados nido foram
dependentes de receptores MTR1 e MTR2. Em conclusdo, esses resultados sugerem cautela
na suplementacdo com DHA, tendo em vista seu papel supressor ou estimulador da
proliferacdao. Além disso, a propriedade quimiopreventiva de ambos, isolados ou em
combinacdo, fica evidenciada e coloca o estresse oxidativo, em especial as mitocOndrias,

como importantes alvos na redu¢do da sobrevivéncia de celular.

Palavras-chave: prostata, melatonina, dcido docosahexaendico, PNT1A, estresse oxidativo
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) afeta principalmente homens, em média, a partir dos
66 anos de idade e alguns estudos tém reportado o adiantamento do diagndstico em cerca de
10 anos de vida (Shiu et al., 2007). A sua etiologia ainda ndo estd elucidada, mas sabe-se que
tem cunho multifatorial com componentes genéticos e ambientais, como o tipo de
alimentacdo, exposicdo a carcindgenos, respostas a mediadores inflamatdérios, além do
histérico familiar (Cunningham e You 2015; Torre et al. 2015). O tratamento mais indicado
para casos de CaP em que as células ainda dependem de andrégeno € a castragdo quimica ou
cirdrgica, seguido de prostatectomia e radioterapia (Heidenreich et al., 2011). Entretanto, a
ablacdo androgénica pode conferir uma vantagem seletiva a células tumorais ndo responsivas
a androgenos, as quais eventualmente proliferam e promovem a reincidéncia de forma mais
agressiva, adquirindo alto potencial metastatico, principalmente para os 0ssos, cérebro e
pulmdo (Albertsen et al., 1998; Kirby et al., 2011; Jin et al., 2011). Neste sentido, uma das
estratégias de reducdo de riscos pode ser a quimioprevencdo, focalizada em inibir a

progressao para estdgios mais avangados.

Alguns estudos tem mostrado que a progressdao e agressividade do CaP estd
associada ao aumento do estresse oxidativo (Freitas et al., 2012; Oberley et al., 2000;
Yossepowitch et al., 2007). Estas evidéncias apontam para o possivel envolvimento das
mitocOndrias, principal sitio de producdo de EROs. Neste sentido, sabe-se que na
carcinogénese prostdtica, ocorrem mutagcdes em genes que codificam complexos da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), além de que células andrégeno dependentes LNCaP detém
4,6 vezes mais mitocondrias comparado as normais, enquanto que na independentes PC3 e
DU145 este indice reduz a metade (Panov e Orynbayeva, 2013; Philley et al., 2016), o que
também coloca em evidéncia a participacao do AR na atividade mitocondrial e a progressao
tumoral. Nas ultimas décadas, a melatonina (MLT), um hormonio de efeito pleiotrépico
sintetizado a partir do triptofano, tem sido investigada como potencial agente supressor do
CaP (Shiu, 2007; Stehle et al., 2011). Esta hipétese é corroborada por estudos clinicos que
diagnosticaram pacientes e detectaram baixos niveis séricos da indolamina, enquanto outros
ainda relataram que ocorre queda acentuada na progressdo de quadros de Hiperplasia Benigna
Prostiatica (HBP) para adenocarcinoma (Bartsch et al., 1997; Shiu, 2007). Neste sentido,
estudos com animais pinealectomizados ainda revelaram uma associac@o entre a auséncia de
MLT com o desenvolvimento e progressdo de diferentes tipos tumorais, incluindo o de

prostata (Blask et al., 2011; Cutando et al., 2012). De acordo com Siu e colaboradores (2002)
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a administracdo deste hormodnio foi capaz de suprimir o crescimento tumoral apds inoculagao
de células LNCaP, mesmo apds a castragdo. Acredita-se que uma das vias de prevencao pela
sua suplementacdo possa estar associada a modulagdo do funcionamento mitocondrial. Isto
porque existem evidéncias de que a MLT possa alterar a fluidez da membrana mitocondrial, o
que estd intimamente associado a menor geragdo de EROs como também elevar a producao
de ATP devido a maior atividade dos complexos I, IlIl e IV da CTE (Acuna-Castroviejo et al.,
2001; Martin et al., 2000). Interessantemente, 75% da incidéncia deste cincer ocorrem em
homens acima dos 65 anos (Shiu et al., 2007), e sabe-se que com o envelhecimento ha ablagcao
na sintese de MLT devido ao comprometimento da glandula pineal (Iguchi et al., 1982;
Waldhauser et al., 1988; Srinivasan et al., 2005), assim como da fun¢do mitocondrial devido a
maior geracdo de EROs (Scialo et al., 2017; Sohal e Weindruch, 1996). Estas evidéncias
podem sugerir que a suplementacdo com MLT em faixas etdrias de risco (30 a 40 anos),
caracterizadas devido a maior probabilidade de formagdo de Neoplasias Intraepiteliais
Prostaticas (NIPs), possa ser uma estratégia de prevencao (Sakr et al., 1993; 1996).

Em linhagens prostiticas tumorais a MLT também exerce seu efeito
anticlonogénico por interferéncia na via de sinalizacdo do receptor de andrégeno (AR),
provocar arresto do ciclo celular, como também redugdo da angiogé€nese pela menor
transcricdo de VEGF em modelos xenograficos (Paroni et al., 2014; Sohn et al., 2015). Sabe-
se que a MLT pode atuar de forma dependente ou nao de receptores de membrana acoplados a
proteina G, MTR1 e MTR2, ambos expressos na prostata (Gilad et al., 1998; Reiter et al.,
2017). O seu potencial antiproliferativo esta associado principalmente a sensibilizacdo de
MTRI1, responsdvel por co-ativar paralelamente PKC e PKA levando & maior expressdo de
p27Kip1, reduzindo a taxa mitética (Tam et al., 2007; 2008). Além disso, a maior ativacdo de
PKC via MTR1 esté relacionada a exclusdo nuclear do receptor de andrégeno (AR) e reducdo
da sua atividade de transcricional (Lupowitz et al., 2001; Rimler et al., 2002). Entretanto,
linhagens andrégeno independentes, modelos in vitro de alta agressividade do CaP,
apresentam niveis indetectaveis de MTR1 e quando expostos a MLT sugerem outras vias de
inibicdo mitdtica que ainda ndo estdo completamente compreendidas (Marelli et al., 2000;
Reiter et al., 2017).

Apesar da MLT exercer seu efeito antitumoral, alguns estudos revelaram sua
capacidade de sensibilizar células neopldsicas devido a supressdo de vias de sobrevivéncia,
como AKT, potencializando o efeito supressor de outros compostos (Gao et al., 2016; Lu et

al.,, 2016). Embora o estresse oxidativo aumente na progressdo do CaP, em niveis muito



27

elevados € letal e pode ativar vias que sinalizam para a morte celular. Desta forma, dcidos
graxos polinsaturados dmega-3 (PUFA ®-3), em especial o dcido docosahexaendico (DHA),
tem sido investigado por induzir autofagia e apoptose mediado pela elevada producdo de
EROs em linhagens tumorais (Shin et al., 2013). Este lipidio € metabolizado nos
peroxissomos e mitocondrias (Park et al., 2016) e € altamente suscetivel a oxidacdo mediada
por espécies reativas (Lyberg e Adlerceutz, 2006), gerando hidroperéxidos e aldeidos cito e
genotéxicos que podem afetar a viabilidade (Esterbauer e Schaur e Zollner, 1991; Girotti,
1998; Yin et al., 2005). Além de ser capaz de induzir a degradacdo do AR via NFKf em
células tumorais andrégenos sensiveis (LNCaP), o DHA ainda pode exercer seu efeito
anticlonogénico por inibir AKT e mTOR, (Shin et al., 2013); modular a via AKT/PIP; (Gu et
al.,, 2013); e PDKI1/Akt/Bad, levando a supressdo de células tumorais (Hu et al., 2010).
Embora estudos tenham sido realizados majoritariamente em estdgios avancados do CaP,
estas evidéncias apontam para um potencial efeito quimiopreventivo do DHA, mesmos em
estdgios em que ocorrem apenas alteragdes pré-malignas.

Atualmente, entre as principais estratégias de prevencao e tratamento estd o uso de
compostos capazes de influenciar a via de sinalizag@o de esteroides sexuais (Cui et al., 2017),
como inibidores da So-redutase, antagonistas do AR e bloqueadores da atividade de
receptores de Estrégeno (ERs). Entretanto, os mecanismos disparados por tais candidatos
ainda ndo estdo completamente elucidados e sua seguranca é questiondvel, tendo em vista que
alguns estudos experimentais reportaram a maior incidéncia de lesdes pré-malignas de alto
grau apOs a administracao de alguns inibidores (Cui et al., 2017). Desta forma, nosso objetivo
foi testar o potencial de quimioprevencdo da MLT isolada ou combinada com o DHA. Para
isso, utilizamos uma linhagem PNT1A, derivada de células epiteliais luminais diferenciadas
normais e imortalizadas com SV40. Apesar de ser adotada como uma linhagem normal na
maioria dos estudos ¢ um bom modelo para estudar os primeiro estdgios da carcinogénese
tendo em vista alteracdes pré-malignas que conferem alta capacidade de proliferacdo. Isto
porque possui metabolismo e fenétipo de células epiteliais secretoras normais, mas apresenta
caracteristicas observadas no adenocarcinoma prostitico, como perda do braco curto do
cromossomo 10, expressdo de c-myc dez vezes amplificada, capacidade de transformagdo e
formacdo de CaP indiferenciado em camundongos (Degeorges et al., 1995).

Neste estudo, testamos se a MLT pode atuar como supressor do crescimento de
células prostaticas epiteliais PNT1A via modulacdo da bioenergética, reducdao do estresse

oxidativo e se este mecanismo envolve a sensibilizacdo de receptores de membrana. Além
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disso, nosso objetivo também foi avaliar se esta indolamina em combinagdo com o DHA

potencializa a inibi¢do da sobrevivéncia celular.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo celular e tratamentos

Células PNTIA (#95012614) foram obtidas da Health Protection Agency
(England, UK) e cultivadas em meio RPMI1640 (#R6504/ Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antibidtico/antimicoético (Life Technologies, Paisley, UK) em incubadora umida 95% de ar e
5% de CO; a 37°C. Para manutenc¢ao do cultivo celular, o meio foi substituido a cada 2-3 dias
e o repique feito com 70-85% de confluéncia. Para os tratamentos, as células foram incubadas
de 1 a 5X104células/pogo, mantendo a mesma densidade por tratamento em cada ensaio, €

permitida aderéncia por 24h.

Primeiramente foram testados os efeitos do DHA sobre a proliferacdo celular nas
concentracdes 10uM, 20uM, 50uM, 100uM e controle com exposi¢do por de 24, 48 e 72
horas. As concentracdes desejadas foram preparadas em meio de cultura a partir da solugdo
estoque de 20mM de DHA em etanol absoluto e adicionado 0,14% de BSA. As molaridades
foram escolhidas de acordo com experimentos prévios com células prostiticas epiteliais
normais RWPEI realizados por Meng e colaboradores (2013). Para as andlises posteriores, foi
escolhida a concentracdo e tempo de exposicio ao DHA que primeiro exerceu efeito

antiproliferativo combinado ao actimulo lipidico.

Devido a controvérsias na literatura quanto aos mecanismos que a MLT pode
disparar em diferentes concentragdes (Hevia et al., 2010, 2008; Reiter et al., 2005), foram
avaliadas as faixas de concentracdo fisiologica (pM-nM), supra-fisiolégica (nM-uM) e
farmacoldgica (uUM-mM). As concentragdes 1pM, 1nM, 1uM e 1mM foram testadas
isoladamente ou em co-incubacdo com DHA e analisada sua resposta na proliferacao celular.
As solugdes de trabalho foram preparadas em meio de cultura a partir de um estoque de 100
mM de MLT dissolvida em etanol absoluto. A incubagdo com luzindol (Cayman Chemical,
MI, USA), antagonista nido seletivo dos receptores de membrana MTR1 e MTR2, com
concentracdo cem vezes maior que a de MLT foi realizada para determinar a via de acdo da

indolamina. Os efeitos do inibidor foram avaliados frente a condicdo padrdao de incubacdo
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com veiculo etanol absoluto (C), IuM de melatonina (MLT), 100uM de DHA e co-incubacdo
(DM).

Proliferacao Celular

Os efeitos dos tratamentos foram analisados apds incuba¢do com MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol], utilizando o kit
colorimétrico comercial CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega Corporation). O volume de 20uL. de MTS foi adicionado em cada pogo seguido de
incubagdo por 60 minutos em estufa umidificada a 37°C com 5% de CO,, conforme
instrucdes do fabricante. A absorbancia foi analisada a 490nm em leitor de microplacas Epoch
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). O ensaio foi realizado em triplicata em trés
eventos independentes (n=9). Os resultados foram expressos valores de absorbancia e desvio

padrao.

Lipidios Intracelulares

A andlise microscOpica para avaliacdo qualitativa do acumulo de lipidios foi
realizada ap6s incubacdo com Oil Red O (#00625 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).
Neste ensaio, 0 1-([4-(Xililazo)xilil]azo)-2-naftol,1-[2,5-Dimetil-4-(2,5-
dimetilfenilazo)phenilazo]-2-naftol) é solubilizado em lipidios neutros evidenciando goticulas
lipidicas (Zeng et al., 2012). Foram plaqueadas 10* células/poco em placa de 96 e, apds
aderéncia de 24h, as mesmas foram incubadas por 24, 48 e 72h em meio contendo 10, 20, 50
e 100uM de DHA ou etanol absoluto, veiculo de diluicdo do DHA (C). O meio de cultura foi
removido, as células lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos.
Em seguida, foram imersas em isopropanol 60%, por 5 minutos em temperatura ambiente e
entdo realizada incubagdo de 60 minutos com Oil Red O a 0,03% em isopropanol, recém-
preparado. Apds dois experimentos independentes realizados em duplicata foi considerado o

perfil mais representativo de cada concentracgdo.

A andlise quantitativa do acimulo de lipidios intracelulares foi realizada apds
incubacio (5x10* células/pogo) com 5uM da sonda BODIPY™ Lipid Probes 493/503
(#D3922 - Molecular Probes®, Invitrogen) preparada em meio de cultura sem soro por cinco
minutos a temperatura ambiente, de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida,
foram imediatamente capturadas imagens em microscépio de fluorescéncia invertido com

objetiva de 40x (Axio Vert Al Carl Zeiss AG, DE) e padronizado mesmo tempo de exposicao
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(280ms) e intensidade da lampada. O total de quinze imagens de células de trés passagens
diferentes, contabilizando ao menos quatrocentas células por grupo, foi considerado para
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia total, obtida com auxilio de software NIH

Imajel (versao 1.39).

Determinaciao de EROs

Para andlise da producdo de peréxido de hidrogénio (H,0O,) foram incubadas, na
placa de 96 pocos (Nuclon® flat bottom black), 10° células/mL em PBS/Mngr na presencga
SmM de succinato, 1 U/mL de HRP e 25uM de Amplex Red (Molecular Probes®,
ThermoFisher Inc). O monitoramento da fluorescéncia foi realizado pela excitacdo e emissao
nos comprimentos de onda 563 e 587nm, respectivamente, utilizando leitor de microplaca
Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek Instruments, Inc). A correlacio
quantitativa entre a fluorescéncia e a producdo de H,O, celular foi determinada previamente

(Barros et al., 2004).

A quantifica¢do do 4nion superdxido (O,") foi realizada apds incuba¢ido com
MitoSOX® Red (#M36008 - Molecular Probes, ThermoFisher Inc), conforme descrito
previamente (McCarthy e Kenny 2016, modificado). Apds os respectivos tratamentos por
48h, foi removido o de meio de cultura, as células (5X104/p090) lavadas duas vezes com
tampao KH (NaCl 120mM, NaHCO; 15mM, KCl 5mM, NaH,PO,4 1,5 mM e Na,HPO, 0,7
mM), adicionada a sonda na concentragdo de 3uM preparada no mesmo tampao e incubadas
por 15 minutos em estufa com 5% de CO, a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas duas
vezes para remog¢do da sonda que ndo foi captada pela mitocondria. Foram capturadas quinze
imagens obtidas apdés padronizacdo do tempo de exposicdo (1200ms) e intensidade da
lampada em células vivas com microscépio de fluorescéncia invertido em objetiva de 40x
(Axio Vert Al Carl Zeiss AG, DE). A intensidade de fluorescéncia total por campo foi
mensurada e normalizada pelo nimero de células da imagem, sendo contabilizadas ao menos

250 células por tratamento.

Analises Morfométricas Mitocondriais

Foram plaqueadas 5x10* células/pogo em CellV™ com fundo de vidro (Greiner
Bio-One) e, apds os tratamentos, incubadas com 50nM de MitoTracker Orange CMTMRos
(#M7510 Molecular Probes, Invitrogen) em meio de cultura sem soro por 15 minutos em

estufa com 5% de CO, a 37°C (Li et al., 2015). Em seguida, o meio de cultura foi substituido
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para remoc¢do da sonda em excesso. As células foram observadas vivas em microscépio de
fluorescéncia invertido (Axio Observer Z1 Carl Zeiss AG, DE). A avaliacio morfométrica
mitocondrial foi realizada com auxilio do macro desenvolvido por Dagda e colaboradores
(2009) para o software NIH ImageJ (versdo 1.39). Para tal, foram analisadas drea, perimetro e
interconectividade mitocondrial (razdo area/perimetro) de cada grupo e utilizadas ao menos
quinze imagens capturadas em objetiva de 40x. A mensuracdo foi realizada considerando as
porcdes fluorescentes totais da imagem, seguido de normalizacdo pelo ndmero de células por

campo. Ao menos cem células por grupo foram contabilizadas para andlises estatisticas.

Potencial de Membrana Mitocondrial

ApOs os respectivos tratamentos, as células foram centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos a 4°C e o pellet lavado e ressuspendido em PBS. Os ensaios foram padronizados com
10° células/mL em tampdo de respiracio (125mM de sacarose, 65mM de KCl, 10mM de
HEPES pH 7,2, ImM de MgCl,, 2mM de KH,PO,, 0,5mM de EGTA e 0,15% de BSA)
acrescido de SmM de succinato, 5SpM de safranina O e 20uM de digitonina (Holden e Sze,
1989, modificado). Para a andlise, foram adicionados 50uM de ADP, 1pg/mL de oligomicina
(OLG) e 1pg/mL de antimicina A (AA). Os dados foram registrados em espectrofotdmetro de
fluorescéncia (F2500 Hitachi) com excitacdo a 495 e emissdo a 586nm. Apds trés
experimentos independentes realizados em duplicata foi considerado o perfil mais
representativo de cada tratamento e os valores foram apresentados em unidades arbitrdrias de

fluorescéncia.

Analise do Consumo de Oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio (OCR) foi registrada em oxigrafo Hansantech
(Yellow Springs Corporation) apds incubagdo de 10° células/mL em tampdo de respiracdo
acrescido de 20uM de digitonina na presenga de SuM de succinato como substrato
respiratorio. O controle respiratério (razdo estado 3/ estado 4) foi determinado apds adi¢ao de
50uM de ADP (estado 3) e 1 ug/ml de oligomicina (estado 4). A velocidade méxima da
cadeia respiratoria foi determinada apés a adigdo de 1uM CCCP, um desacoplador
mitocondrial. Estas andlises foram realizadas conforme descrito previamente por Silva e
colaboradores (2011). A capacidade de reserva bioenergética mitocondrial foi calculada pela
féormula CRBM = (E2-E3U) considerando o consumo de oxigénio ndo mitocondrial (Vayalil e

Landar, 2015, modificado).
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Identificacao e Quantificacao de Granulos Intracelulares de Glicogénio

As células foram lavadas em PBS e centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C
e os pellets fixados em Glutaraldeido 25% e Acido Ténico em tampdo Milloning, pH 7,2 a
4°C por 24 horas. Os pellets foram desidratados em acetona e incluidos em Araldite 502
(#ARS502 - Sigma-Aldrich). Para a andlise microscépica foram obtidos cortes semi-finos de

Ium de espessuras em ultramicrétomo e aderidos em laminas de vidro.

Para quantificacdo de células com granulos de glicogénio citoplasméticos, foi
realizada a coloragio com PAS (Periodic Acid Schiff). Os cortes foram imersos em Acido
Periddico 0,5% , levados ao micro-ondas por 25 segundos e mantidas a 60°C por 15 minutos.
Em seguida, foram lavados em dgua corrente por 10 minutos, incubadas com Reativo de
Schiff por 2 horas a 60°C, lavadas 3 vezes por 5 minutos cada com Metabissulfito de Sédio
0,5% e entdo contra coradas com Hematoxilina de Harris contendo 1% de tetraborato de sédio
decahidratado por 10 minutos em placa aquecedora a 90°C. A avaliacdo da frequéncia de
células PAS-positivas foi realizada apds captura de imagens com auxilio de microscopio de
luz com objetiva de 100x em 6leo de imersdo. Foram contabilizadas ao menos mil células por
tratamento. Para o cdlculo da frequéncia utilizou-se para cada campo a férmula % = (total de
células contadas/ numero de células PAS-positivas)x100. Para confirmar a composi¢do dos
granulos PAS-positivos, os cortes, apds coloracdo, foram novamente incubados com diastase
por 2h, seguida de preparagdo da lamina para microscopia de luz. O exame qualitativo de

degradacao do glicogénio foi obtido pela ausente ou menor coloracao granular.

Quantificacio Hormonal

A determinacdo dos niveis de testosterona no meio de cultura foi realizada por
ELISA com kit comercial AccuBind Testosterone System microwells (Monobind Inc., Lake
Forest, CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram analisadas seis amostras

em duplicata de cada grupo de experimentos diferentes.

Western Blotting

As células (5x104/p0g0) foram lisadas em tampdao RIPA acrescido de 10%
coquetel de inibidor de protease, ortovanadato de sédio (1:100) e PMSF (1:1000). Todos os
reagentes foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). A quantificacdo de
proteinas foi realizada em leitor de microplacas Epoch acoplado a placa Take3 Micro-Volume

a 280nm (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). Apés eletroforese, as proteinas (50
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ou 100ug/ul)) foram transferidas para membrana de nitrocelulose por 1 hora e 40 minutos em
sistema semi-Umido. O bloqueio de ligagcdes inespecificas para as proteinas fosforiladas foi
realizado com BSA 5% em TBST por 1 hora a temperatura ambiente no agitador. As demais
proteinas tiveram o bloqueio realizado com leite desnaturado 5% em TBST por 30 minutos a
temperatura ambiente no agitador. Apds lavagem rdpida com TBST, as membranas foram
incubadas overnight a 4°C com anticorpo anti-fosfo-mTOR (rabbit monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, 1:400), anti-fosfo-AKT (rabbit policlonal, Santa Cruz Biotechnology, 1:400),
anti-fosfo-ERK1/2 (rabbit policlonal, Cell Signalling, 1:1000), anti-GSTP1 (rabbit policlonal,
Cell Signalling, 1:1000) e anti-B-actina (mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology,
1:1000) para normalizacdo. A incubacdo com anticorpo secunddrio conjugado com HRP
(Santa Cruz Biotechnology) foi feita por 1 hora a 4°C. A revelacao foi realizada com sistema
ECL e as bandas visualizadas com auxilio de fotodocumentador G:BOX Chemi (Syngene,
Synoptics Ltd). A quantificacdo foi realizada por densitometria relativa (p-actina) utilizando
software NIH Image]. Os dados foram apresentados em valores da densitometria relativa e

desvio padrdo. As andlises foram realizadas com trés amostras de eventos independentes.

Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism®
(GraphPad Prism software, v.5.0). Primeiramente, os dados foram analisados considerando os
pressupostos de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os grupos
que assumiram perfil paramétrico foram submetidos ao Teste t ou ANOVA One-way, seguido
do teste de Tukey (post-hoc). Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post-hoc). Os dados foram expressos em média e

desvio padrao e p < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

O DHA tem propriedades pro e antimitogénicas com padrao dose e tempo
dependente

O dmega-3 aumentou a proliferacdo das células PNT1A nas concentracOes a partir
de 20uM para os tempos 24 e 48, 10uM e 20uM com 72h, mas diminuiu na concentracao de
100uM para os tempos 48 e 72h (Fig.1.A). Também foi verificado qualitativamente maior

acimulo de goticulas lipidicas com padrio dose e tempo dependente (dados ndo
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apresentados). Portanto, a exposi¢do com 100uM por 48h foi escolhida para realizacdo das
andlises posteriores, visto ser a primeira a apresentar efeito anticlonogénico e ter grande

actmulo intracelular de lipidios (Fig.1.B).

A MLT reduziu a proliferacao celular e teve efeito amplificado quando co-
incubada com DHA

As faixas fisiolégicas de MLT (pM-nM) néo interferiram na proliferacido celular
com incubacgdo padrdo (Fig.1.C). Entretanto, no intervalo de uM-mM foi observado efeito
antiproliferativo. A faixa de 1uM apresentou reducdo de aproximadamente 16% na
proliferacdo celular e de 30% quando realizada co-incubagdo com DHA (Figl.C). J4 com
ImM as células tiveram a sobrevivéncia reduzida em 38% e 63% quando na presenga do
acido graxo (Fig.1.C). Além disso, esta concentragdo apresentou a menor proliferacdo celular
em relac@o as outras concentracdes testadas e potencializado na presenca de 100uM de DHA
(Fig.1.C). Optou-se pelo uso da concentragdo de 1uM do hormdnio, visto que nosso objetivo
foi avaliar o seu papel direto independente da sensibilizacdo de receptores de membrana, que
ocorre predominantemente no intervalo pM-nM. Além disso, a partir de uM concentracdes
intrateciduais sdo frequentemente encontradas, mesmo em condi¢des normais (Reiter et al.

2005).

O DHA isolado ou em combinacio com MLT promoveu o acimulo de
lipidios intracelulares

Incubacdo com DHA 100uM aumentou 62% o acumulo lipidico nas células
PNT1A apés 48h (Fig.2.B,B’;E) e quando co-incubado com 1uM de MLT aumentou para
82% (Fig.2D;D’;E). A indolamina sozinha ndo afetou a deposi¢c@o intracelular de lipidios

(Fig.2C; C;E).

O DHA aumentou a geraciao de EROs e a MLT aliviou o estresse oxidativo

A MLT reduziu a produgdo total de H,O, em 62% em relagdo as células
incubadas em condi¢do padrao (Fig.3.A). Por outro lado, o DHA apresentou uma tendéncia
em aumentar a produgdo de H,O, (Fig.3.A). Quando as células foram co-incubadas (DM) foi
detectado aumento de 44% na producdo de H,O, em relacdo a incubacdo padrdo e elevacao

expressiva de 280% em relacdo as células tratadas somente com a MLT (Fig.3.A).
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O DHA dobrou a produc¢do do anion superéxido (Fig.3.B;D) e a MLT por si s6
reduziu em 40% a geracdo dessa espécie reativa em relacdo ao controle (Fig.3.B;E). Quando
co-incubados, a MLT foi capaz de reduzir 26% desta espécie reativa em relacao as células
expostas exclusivamente ao DHA, mas sua producdo ndo foi normalizada aos niveis da

incubacdo controle (Fig.3.B;F).

O DHA e a MLT alteraram a morfologia e o perfil do potencial de membrana
mitocondrial

A incubacdo com DHA aumentou a drea e o perimetro mitocondrial nas células
epiteliais em cerca de 20% (Fig.4.B;E;F), o que ndo foi recuperado na co-incubagdo com
MLT (Fig.4.D;E;F). Por outro lado, a MLT individualmente reduziu ambos os parametros em
pelo menos 19% (Fig.4.C;E;F). Nenhum tratamento influenciou a interconectividade
mitocondrial (Fig.4.G). Esta avaliagdo morfométrica foi refletida no perfil do potencial de
membrana mitocondrial, obtido pelo método da safranina O (Fig.4.H). Com a maior drea e
perimetro, ha o acimulo em extensdo da sonda, aumentando a fluorescéncia emitida. Da
mesma forma, a menor drea e perimetro mitocondrial apresentada na exposicio a MLT

refletiu na menor fluorescéncia da safranina O.

A MLT melhorou a fosforilacio oxidativa e aliviou danos mitocondriais
causados pelo DHA

Os tratamentos ndo alteraram a respiragdo basal celular (E2 — Fig.5A). A MLT
sozinha aumentou em 50% o controle respiratério (razdo Estado 3/Estado 4) quando
comparado ao C ou incubacdo somente com DHA (Fig.5.B). Entretanto, em combinagdo, a
indolamina melhorou o controle respiratorio em 20% comparado ao C ou o 6mega-3 sozinho
(Fig.5B). A Capacidade de Reserva Bioenergética Mitocondrial (CRBM) foi reduzida duas
vezes quando as células foram expostas exclusivamente ao DHA, mas surpreendentemente a
MLT restaurou (cerca de 130%) este parametro quando co-incubada com o PUFA (Fig.5.D).
Sozinho, o hormodnio pineal ndo alterou a CRBM (Fig.5.D).

A MLT estimulou e 0 DHA reduziu o acamulo de glicogénio intracelular
A MLT promoveu o aumento da frequéncia de células com granulos de glicogénio
no citoplasma, sendo 2,6 vezes maior que a observada para células com incuba¢do padrdo

(Fig.6.A;F). Por outro lado, o DHA reduziu em 38% a frequéncia de células PAS-positivas e
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aumentou substancialmente a ocorréncia de goticulas lipidicas (Fig.6.A;D). Quando realizada
co-incubacgdo, a MLT nao foi capaz de elevar o acimulo de glicogénio em relacdo a exposicao
somente com o hormdnio, mas normalizou a frequéncia em relacdo as células padrao
(Fig.6.A;H). Foi possivel observar também que nas células com maior incidéncia de granulos

PAS-positivos ndo houve grande actimulo de lipidios.

A MLT e DHA modularam vias de sinalizacio para proliferacao e
sobrevivéncia celular associadas a reducao da taxa clonogénica

O DHA e MLT sozinhos ou em co-incubagdo reduziram a fosforilagdo de AKT,
mas isso ndo apresentou sinergismo quando combinados (Fig.7.A). A MLT por si sé afetou a
ativacdo de mTOR, o que ndo foi observado na presenca de DHA, sozinho ou combinado com
o hormoénio (Fig.7.B). Por outro lado, a MLT elevou a ativacio de ERK1/2, o que foi
amplificado quando ocorreu exposicdo simultanea ao DHA (Fig.7.C). A expressao de GSTP1
nido foi alterada nos tratamentos com o 4cido graxo e MLT isolados, mas quando co-
incubados a expressdo da enzima antioxidante aumentou aproximadamente 20% em relacdo
as células expostas somente a indolamina (Fig.7.D). A expressdo do receptor de andrégeno

ndo foi alterada com nenhum tratamento (Fig.7.E).

A MLT estimulou a captacao de testosterona pelas células PNT1A
A entrada de testosterona nas células PNTIA foi estimulada pela MLT,
independentemente do DHA (Fig.8). Sozinho, o horménio reduziu em 25% os niveis do

andrégeno presente no meio de cultura e 20% quando combinado com o PUFA (Fig.8).

Os efeitos observados apos exposicio com 1uM de MLT isoladamente ou em
combinacio com DHA niao foram predominantemente dependentes da sensibilizacao de
MTR1 e MTR2

O ensaio realizado com o antagonista luzindol, na concentracdo de cem vezes
maior que a de MLT, ndo alterou proliferacdo celular (Fig.9). Entretanto, reduziu a taxa

clonogénica na presenca de DHA.
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DISCUSSAO

O DHA e a MLT tém sido investigados em estudos experimentais com CaP
devido a suas propriedades antiproliferativas (Garcia et al., 2015; Moretti et al., 2000; Shin et
al,, 2013; Xi et al.,, 2001). Neste trabalho constatou-se que isolados ou ndo, ambos
apresentaram efeito antimitogénico em células PNT1A por alterar a fisiologia mitocondrial e

interferir em vias de sinalizacdo para proliferacdo e sobrevivéncia.

Células prostaticas com fen6tipo normal sdo mais resistentes ao DHA do que
as tumorais

Embora tenha sido descrita acdo antimitogénica do DHA em células tumorais
(Friedrichs et al., 2011; Shin et al., 2013), foi constatado em nosso estudo que esse acido
graxo teve comportamento hormético. Nossos resultados, em conjunto com a literatura,
indicam que as cé€lulas tumorais sdo mais sensiveis ao dmega-3, visto que de acordo com Shin
et al. (2013), com 50uM (metade da concentracio de DHA utilizada), houve aumento da
morte celular, porém estimulou a PNT1A a proliferar, apresentando efeito citotéxico apenas
com 100uM, considerando o mesmo tempo de exposicdo de 48h. Estas evidéncias podem
estar relacionadas a maior captacdo e expressdo de enzimas da via de degradacdo de lipidios
detectado em linhagens tumorais (Sadeghi e Karami-tehrani 2015; Vaz et al. 2012), como
também o aumento da quantidade de mitocondrias (Panov e Orynbayeva, 2013). Além disso,
células em estdgios avancados de CaP apresentam maior estresse oxidativo (Freitas et al.,
2012; Oberley et al., 2000; Yossepowitch et al., 2007) e acredita-se que a exposi¢ao ao DHA
eleve a producdo de EROs a niveis letais, favorecendo danos celulares e levando a apoptose.
As vias de atuacdo deste PUFA enquanto agente quimiopreventivo no CaP, ainda sdo ndo
estdo esclarecidas, mas sugere-se que dois fatores sejam centrais no efeito citotéxico com
100uM deste acido graxo: o aumento do estresse oxidativo € a menor ativacdo da via de

proliferacdo pela AKT.

O DHA causou remodelacao mitocondrial associada ao aumento do estresse
oxidativo

Mostramos pela primeira vez que, em células PNT1A, o DHA induziu o aumento
do estresse oxidativo, o que foi acompanhado pela reducdo da proliferacdo celular. Esta
correlagdo também foi observada em linhagens tumorais de cdélon expostas a diferentes

PUFAs, inclusive ao DHA a partir da concentracdo aqui utilizada (Zhang et al. 2015). Sabe-se
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que células sujeitas a elevados niveis de estresse oxidativo tém a funcdo mitocondrial
comprometida (Banerjee et al., 2016). Como resposta, alguns autores mostraram que nesta
situac@o ha aumento da fusdo das mitocondrias, a fim de recuperar a sua fungao (Youle e
Bliek 2012). Considerando a exposi¢ao por 48h ininterruptas, acredita-se que o DHA tenha
elevado o estresse oxidativo comprometendo inicialmente a fung¢do mitocondrial e, em
resposta a situacdo de estresse, tenha ocorrido a aumento da fusido das mitocondrias, refletindo
no aumento da sua drea e perimetro e recuperagao da fosforilagdo oxidativa. Estes achados
estdo de acordo com estudos que reportaram aumento de proteinas envolvidas com a fusdo
mitocondrial Mfnl e Mfn2 na presenca de DHA (Zhang et al. 2011). Vale ressaltar que,
embora o acoplamento tenha sido normalizado, ainda hd comprometimento da fisiologia da
organela, visto que o DHA reduz drasticamente a capacidade de reserva bioenergética, a qual
indica a resili€ncia celular em responder a uma situacdo de estresse, e que € drasticamente
reduzida com o estresse oxidativo (Chacko et al., 2014). Neste sentido, estudos em nosso
grupo de pesquisa mostraram que gondcitos expostos a metade da concentracdo de DHA
utilizada quando combinado ao mono-2-etilhexilftalato (MEHP) reduziram drasticamente a
sobrevivéncia, evidenciando a sensibilizacdo celular pelo dmega-3 (dados ndo publicados).
Portanto, acredita-se que o DHA torne as células PNT1A mais sensiveis a outros compostos

por prejudicar parametros mitocondriais e a capacidade de resposta a situagdes de estresse.

Reduciao da geracdo de EROs pela MLT isolada esta associada a menor
proliferacio celular

Tendo em vista que o estresse oxidativo parece ser causa central na menor
proliferagdo celular, avaliamos o potencial antioxidante da MLT. Esta indolamina é conhecida
pelas suas propriedades antioxidantes por estimular a expressdo e modular a atividade de
enzimas do sistema de defesa antioxidante, como SOD e GSTP1 (Mayo et al., 2002; Tomas-
Tapico et al., 2005). De forma inédita mostramos que, além destas vias cldssicas, a
indolamina pode reduzir o estresse oxidativo nas células PNT1A devido a alteragdes de
parametros da fisiologia mitocondrial, principalmente pela melhora da fosforilacao oxidativa.
A menor producdo de EROs apds tratamento com a indolamina pode estar relacionada a
alteracdo da fluidez da membrana mitocondrial interna, como também descrito por Lopez e
colaboradores (2009) na mesma concentragdo utilizada. Além disso, a MLT ainda pode ter
reduzido o estresse oxidativo por atenuar o vazamento de prétons na fragdo mitocondrial,

observado em estudos com adipdcitos (Jimenéz-Aranda et al., 2014). Tendo em vista que a
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maior geragdo de EROs aumentou a rede mitocondrial, questionou-se se a redu¢do na sua
producdo acompanhada da melhoria no acoplamento mitocondrial também interferiria na
morfologia organelar. A melhoria da fun¢do mitocondrial foi acompanhada de menor 4rea e
perimetro, o que pode evidenciar um sistema de qualidade responsdvel por remover
totalmente ou fracdes mitocondriais que apresentaram maiores niveis de EROs, prejudiciais
aos processos celulares. Por outro lado, ndo se pode descartar que os efeitos na fisiologia
mitocondrial possam ser consequéncia de alteracdes primeiras na dindmica da organela, como
também na modulagdo do sistema de defesa antioxidante, efeito ja descrito da MLT na
literatura. O foco deste estudo ndo foi a dinAmica organelar frente aos respectivos tratamentos,
mas revela novas possibilidades para o papel da MLT como regulador da funcdo

mitocondrial.

A melhora na fosforilacdo oxidativa e menor producdo de EROs estdo
provavelmente associados as menores taxas de proliferacdo observadas apos incubacdo com
MLT. Nossos dados sugerem que seu efeito antimitogénico tenha correlacdo com aumento de
ATP citos6lico devido ao melhor acoplamento mitocondrial. De acordo com diversos autores,
a MLT elevou a razao ADP/O, aumentou a producdo de ATP e promoveu o aumento da
expressao da subunidade f da ATP sintase (Castillo et al., 2005; Chuffa et al., 2016; Lopez et
al., 2009; Martin et al., 2002). Estudos in vitro também mostraram que a administracdo de
ATP extracelular inibe o crescimento de células tumorais (Zhang et al. 2013), inclusive que
atuou diretamente na supressdo da ativagdo da via de AKT (Yang et al. 2017), também
observado aqui. Alguns autores associam a maior produ¢do intracelular de ATP ao processo
de morte por apoptose € ndo por necrose (Tatsumi et al., 2003; Zamaraeva et al., 2005), cujo
fenétipo ndo foi observado nas andlises microscopicas na incuba¢do com MLT. Portanto,
acredita-se que esse hormdnio diminua a proliferagao celular por reduzir o estresse oxidativo,
o que influencia vias de estimulo a2 mitose e sobrevivéncia celular. E sabido que com a
progressdo do CaP hd aumento do estresse oxidativo, o que em conjunto com nossos dados,
apontam para o papel da bioenergética mitocondrial no arresto celular e sugere que a MLT

atue por esta via como eficaz agente antiproliferativo.

O Acamulo de lipidios parece limitar o efeito antioxidante da MLT
Com o aumento do acimulo lipidico, a indolamina nao foi capaz de reduzir a
producdo de H,O,, diferentemente do observado quando as células foram expostas

exclusivamente ao hormoénio. Neste sentido, acredita-se que a agdo antioxidante da
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indolamina combinada ao DHA tenha sido predominantemente na fracio mitocondrial. Isto
porque, apesar de ndo normalizar a producdo em relacio a C, reduziu a producdo de O,",
provavelmente devido ao melhor acoplamento mitocondrial (também observado na sua
incubacdo exclusiva). Além disso, a MLT pode nao ter sido capaz de reduzir os niveis
elevados de H,O, formados com a oxidacdo do DHA, cuja metabolizacdo € iniciada na fragcdo

peroxissomal devido a sua cadeia longa (Hou et al., 2012).

DHA e MLT modulam vias de proliferacio e sobrevivéncia celular

O DHA e a MLT influenciaram o status oxidativo que interferiu em vias de
sinalizacdo determinantes para a sobrevivéncia celular. Independentemente do tipo de
incubacdo, ocorreu reducdo da ativacdo de AKT, cuja fosforilacio € essencial para a
proliferacdo. Entretanto, a potencializacdo da inibicdo da sobrevivéncia celular parece
envolver vias adicionais. Primeiramente, notamos que o DHA comportou-se de forma distinta
na inibicdo da proliferagdio em relacdo a linhagens tumorais PC3 e DU145, nas quais
provocou a supressao da via AKT/mTOR (Shin et al., 2013), o que ocorreu parcialmente para
a PNT1A. Esta evidéncia fortalece a hipétese de acao diferencial do acido graxo entre células
normais e tumorais e sugere que atue na inibicao de outras vias envolvidas com a supressao
de fosfo-AKT, que nao fosfo-mTOR. A MLT sozinha inibiu o eixo AKT/mTOR, reduzindo a
fosforilagdo destes alvos moleculares, como também ativou a via ERK1/2, o que refletiu a
menor proliferacdo das células PNT1A. Ja quando incubada com DHA, a indolamina
potencializou a reducdo da proliferacdo ativando a via da ERK1/2. A maior fosforilacdo de
ERK1/2 embora seja frequentemente associada ao aumento da proliferacdo, quando ha
situacdes elevadas de estresse, inclusive aumento excessivo na producdo de EROs, sua
ativacdo pode provocar a morte celular (Mebratu e Tesfaigzi, 2009). Da mesma forma, isto foi
observado na linhagem PC3 em que o aumento do estresse oxidativo reduziu a fosforilacao de
AKT acompanhado de maior ativacdo de ERK e menor proliferacdo celular (Yan et al., 2013),
parecido com o que ocorreu com a PNTIA em nosso estudo. Neste sentido, € possivel que,
em partes, a maior ativacio da via seja devido ao aumento do estresse oxidativo
extramitocondrial, em especial do H,0O,, conforme também reportado em outros trabalhos
(Cagnol e Chambard, 2010). E importante mencionar que a maior ativagio de ERK pode estar
relacionada a maior expressdo de GSTPI1, além de ser resposta ao maior estresse celular (Yin

et al., 2000).
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MLT pode ter estimulado o acimulo intracelular de glicogénio por
modulacio de vias de sobrevivéncia e proliferaciao celular

A menor fosforilacio de AKT estd intrinsecamente ligada ao acimulo de
glicogénio, observado na presenca exclusiva de MLT. Sabe-se que a menor fosforilacdo de
AKT esta associada a menor fosforilagdo da Glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3p),
ficando esta na sua forma ativa (Benelli et al., 2010). A GSK3p, por sua vez, ativa glicogénio
sintase, aumentando o acimulo de glicogénio intracelular (Jope e Johnson 2004). Além disso,
a maior ativa¢do da GSK3[ est4 envolvida no arresto celular, principalmente pela degradagao
de ciclina D; (Diehl et al., 1998). Portanto, estes achados estdo de acordo com outros estudos
que apontam reducdo nos niveis desta ciclina na presenca de MLT, o que estaria
correlacionado a menor proliferagdo celular por atraso na passagem Gy/Gj, inclusive na
glandula prostatica (Moretti et al., ; Siu et al., 2002). E importante mencionar que o aumento
do acimulo lipidico na presenca do DHA pode ter influenciado a sintese de glicogénio, assim
como a modulagdo de outras vias de sinalizac@o, tendo em vista que o aumento expressivo do
carboidrato ndo ocorreu quando da exposicao exclusiva ao dmega-3. Além disso, ocorreu
apenas parcialmente quando foi realizada co-incubacdo, evidenciando ser um efeito atribuido

ao hormonio.

Proliferacio celular e a via androgénica

Dada a importancia da regulacdo androgénica na manutencdo de células
prostéticas, determinamos se estes efeitos estabelecem relagdo com esta via de sinalizagdo. O
DHA néo alterou a captacdo de hormodnio ou a expressido de AR, o que fortalece a hipétese de
que os efeitos provenientes da sua acdo devam ser devido a alteracdes no status oxidativo. A
expressao de AR também nao foi alterada na presenca de MLT, independentemente do DHA.
Por outro lado, constatou-se que a indolamina estimulou a captacdo de testosterona,
independentemente do DHA. Neste sentido, Estrada e colaboradores (2003) reportaram que
na presenca de andrégenos ocorreu aumento da ativacdo de ERK seguida de menor
proliferagdo celular. Portanto, este estudo sugere uma associacdo entre a bioenergética
mitocondrial, estresse oxidativo, sinalizacdo androgénica e a MLT com a menor

sobrevivéncia celular, evidenciando seu potencial quimiopreventivo.
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Os efeitos da MLT nao foram independentes da sensibilizacio de MTR1 e
MTR2

Por fim, mostramos que as respostas celulares observadas nao foram devido a
sensibilizacdo de receptores MTR1 e MTR?2 presentes na prostata (Gilad et al., 1998; Gobbo
et al., 2015b). Isto mostra, novamente, que a MLT devido a sua entrada nas células PNTI1A, ja
comprovada previamente (Hevia et al., 2010), apresenta outras vias de atuacdo que ndo a
sensibiliza¢do de receptores e que tem papel chave na modulagdo da atividade mitocondrial e
do estresse oxidativo. Sabe-se que a MLT tem a propriedade de promover a exclusao nuclear
do AR via MTRI1/PKC, exercendo efeito antiproliferativo (Rimler et al. 2001; 2002).
Entretanto, nossos dados podem sugerir novas vias de modula¢do androgénica, visto que ha
maior captacdo de testosterona acompanhada de menor proliferacio celular

independentemente da sensibilizacdo de receptores.

CONCLUSAO

As células prostaticas PNT1A sdo mais resistentes que linhagens cancerigenas,
porém, com 100uM o DHA foi capaz de reduzir a sobrevivéncia por aumentar o estresse
oxidativo em niveis letais, inibindo a via de AKT. E importante destacar o comportamento
hormético do 6mega-3, dado que em doses baixas estimulou a proliferacdo, o que chama
atencdo para a suplementacdo alimentar com este PUFA, principalmente em homens dentro
de faixas etarias de risco de desenvolver CaP. Além disso, a MLT exibiu efeito
anticlonogénico por modular a bioenergética mitocondrial, reduzindo a geragdao e EROs
independentemente da sensibilizacdo de receptores de membrana. Quando combinados, o

DHA e a MLT podem indicar novas estratégias quimiopreventivas ao CaP.
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Figura 1. A) Avaliaciao dose resposta na proliferacio de células PNT1A frente ao DHA.
Legenda: C — Controle. Anélise Estatistica: a diferente estatisticamente de C; b diferente
estatisticamente de 10uM; c diferente estatisticamente de 20uM; d diferente estatisticamente
de 50uM; B) Acimulo de lipidios intracelulares. Goticulas lipidicas evidenciadas em
vermelho apds incubacdo com QOil Red O nas concentragdes testadas de DHA no tempo de
48h. Objetiva de 40x (20um). Legenda: seta — goticula lipidica. C) Avaliacao dose resposta
na proliferacio de células PNT1A frente a MLT. Legenda: C — incubacdo padrio; MLT —
incubacdo com 1uM-48h de melatonina; DHA — incubag¢do com 100uM-48h de DHA; DM —
co-incubacdo DHA e MLT. Anadlise Estatistica: a diferente de C; b diferente de MLT dentro
da mesma faixa de concentracdo; c diferente de MLT-pM; d diferente de MLT-nM; e
diferente de MLT-uM; g diferente de DM-pM; h diferente de DM-nM; i diferente de DM-
uM; p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. Valores expressos em média de
absorbancia e desvio padrao.



44

I‘ / 89 ab,c

cac

3 DHA
B ML
DM

b

Lipidios Intracelulares
(IF/célula x10%)
S s
{ »
Le]

Figura 2. A-D) Identificacao de lipidios intracelulares. Deteccio de goticulas lipidicas
ap6s incubagdo com a sonda BODIPY "™ 493/503. Imagens da coluna esquerda capturadas em
objetiva de 10x (100um) e da direita em 40x (20um). E) Quantificacao dos lipidios
intracelulares. Legenda: C — incubacdo padrio; MLT — incubacdio com 1uM-48h de
melatonina; DHA — incubag¢do com 100uM-48h de DHA; DM — co-incubacao DHA e MLT.
Andlise Estatistica: a diferente de C; b diferente de DHA; ¢ diferente de MLT; p<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Valores expressos em média de unidades de
fluorescéncia por célula e desvio padrao.
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Figura 3. Estresse Oxidativo. A) Producao total de H,O,. Valores expressos em pmoles de
H,0,/min/10° células e desvio padrdo. B) Producio de O,°". Valores expressos em unidades
de fluorescéncia por célula. C-F) Visualizacao da Intensidade de Fluorescéncia apds
incubaciao com MitoSOX®. Objetiva de 40x (20um). Legenda: C — incubac¢do padrdao; MLT
— incubagdo com 1uM-48h de melatonina; DHA — incubacdo com 100uM-48h de DHA; DM
— co-incubacdo DHA e MLT; Andlise Estatistica: a diferente de C; b diferente de DHA; ¢
diferente de MLT. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 4. Morfologia e Potencial de Membrana Mitocondrial. A-D) Identificacao das
mitocondrias nas células PNT1A apés incubacao com MitoTracker. Objetiva de 40x
(20um) com microscopio de fluorescéncia invertido. E) Area Mitocondrial. Valores
expressos em pum?/pixel e desvio padrdo. F) Perimetro Mitocondrial. Valores expressos em
pm/pixel e desvio padrao. G) Interconectividade Mitocondrial. Razdo area/perimetro. H)
Perfil do Potencial de membrana mitocondrial apds incubacdo com Safranina O.
Legenda: C — incubacdo padrao; MLT — incubagdo com 1uM-48h de melatonina; DHA —
incubacdo com 100uM-48h de DHA; DM — co-incubagcdo DHA e MLT; ADP — adenosina
difosfato; OLG — oligomicina; AA — antimicina A; Andlise Estatistica: a diferente de C; b
diferente de DHA; ¢ diferente de MLT; p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 5. Taxas de consumo de oxigénio. A) Células permeabilizadas (E2). B) Controle
respiratério (Estado3/ Estado4). C) Velocidade maxima da cadeia respiratoria (E3U). D)
CRBM - Capacidade de Reserva Bioenergética Mitocondrial. Valores expressos em
média de nmoles de O,/10° células.min e desvio padrdo. Legenda: C — incubagdo padrao;
MLT - incubagdao com 1uM-48h de melatonina; DHA — incubac¢ido com 100uM-48h de DHA;
DM - co-incubacao DHA e MLT. Andlise estatistica: a diferente de C; b diferente de DHA; c
diferente de MLT. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 6. A) Frequéncia de células PAS-positivas. Valores expressos em porcentagem e
desvio padrio. B-H) Identificacio de granulos PAS-positives. Coloracio com Acido
Periédico de Schiff (PAS) evidenciando granulos positivos em magenta escuro. C-I)
Caracterizacdo dos granulos PAS-positivos. A menor intensidade PAS-positiva apds
incubagdo com diastase indica degradagdo do glicogénio. Objetiva de 100x (10um). Legenda:
C — incubagdo padrao; MLT — incubagdo com 1uM-48h de melatonina; DHA — incubagdo
com 100uM-48h de DHA; DM — co-incubacdo DHA e MLT; * células PAS-positivas; +
células com goticulas lipidicas. Andlise estatistica: a diferente de C; b diferente de DHA; c
diferente de MLT; p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 7. Vias de sinalizacao. A) Ativacio de AKT, B) de mTOR, C) de ERK1/2, D)
Expressaio de GSTP1 e E) AR. Valores expressos em média de densidade relativa
normalizado pela B-actina e desvio padrdo. Legenda: C — incubacio padrdo; MLT — incubagao
com 1uM-48h de melatonina; DHA — incuba¢do com 100uM-48h de DHA; DM — co-
incubacdo DHA e MLT. Anilise Estatistica: a diferente de C; b diferente de DHA; c diferente
de MLT; p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 8. Captacio de Testosterona pelas células PNT1A. Quantificacdo do andrégeno
presente no meio de cultura apds os respectivos tratamentos. Os valores foram expressos em
média de pg de testosterona por pL de proteina obtido a partir do respectivo lisado celular.
Legenda: C — incuba¢do padrdo; MLT — incubacdo com 1uM-48h de melatonina; DHA —
incubagdo com 100uM-48h de DHA; DM — co-incubagdo DHA e MLT. Anélise Estatistica: a
diferente de C; p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 9. Inibicao nao seletiva dos receptores MTR1 e MTR2. Ensaio de proliferacao
celular com antagonista Luzindol. Valores expressos em média de absorbincia e desvio
padrdo. Legenda: C — incubacdo padrdo; MLT — incubacdo com 1uM-48h de melatonina;
DHA - incubagdo com 100uM-48h de DHA; DM — co-incubacio DHA e MLT; LZ —
luzindol. Andlise Estatistica: * diferente da incubacdo sem luzindol; p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante.



51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACUNA-CASTROVIEJO, D.; MARTIN, M.;: MACIAS, M.; ESCAMES, G.; LEON, J.;
KHALDY, H.; REITER, R. J. Melatonin, mitochondria, and cellular bioenergetics. Journal
of pineal research, v. 30, n. 2, p. 65-74, 2001.

ALBERTSEN, P. C.; HANLEY, J. A.; GLEASON, D. F.; BARRY, M. J. Competing risk
analysis of men aged 55 to 74 years at diagnosis managed conservatively for clinically

localized prostate cancer. JAMA, v. 280, n. 11, p. 975-80, 16 set. 1998.

BANERIJEE, S.; AYKIN-BURNS, N.; KRAGER, K. J.; SHAH, S. K.; MELNYK, S. B;
HAUER-JENSEN, M.; PAWAR, S. A. Loss of C/EBPdelta enhances IR-induced cell death
by promoting oxidative stress and mitochondrial dysfunction. Free Radic Biol Med, v. 99, p.

296-307, 2016.

BARROS, M. H.; BANDY, B.; TAHARA, E. B.; KOWALTOWSKI, A. J. Higher
Respiratory Activity Decreases Mitochondrial Reactive Oxygen Release and Increases Life

Span in Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological Chemistry, v. 279, n. 48, p.

49883-49888, 2004.

BARTSCH, C.; BARTSCH, H.; SCHMIDT, A.; ILG, S.; BICHLER, K. H.; FLUCHTER, S.
H. Melatonin and 6-sulfatoxymelatonin circadian rhythms in serum and urine of primary
prostate cancer patients: Evidence for reduced pineal activity and relevance of urinary

determinations. Clinica Chimica Acta, v. 209, n. 3, p. 153167, 1992.

BENELLI, R.; MONTEGHIRFO, S.; VENE, R.; TOSETTI, F.; FERRARI, N. The
chemopreventive retinoid 4HPR impairs prostate cancer cell migration and invasion by
interfering with FAK/AKT/GSK3beta pathway and beta-catenin stability. Molecular cancer,
v. 9, p. 142, 2010.

BLASK, D. E.; HILL, S. M.; DAUCHY, R. T.; XIANG, S.; YUAN, L.; DUPLESSIS, T.;
MAO, L.; DAUCHY, E.; SAUER, L. A. Circadian regulation of molecular, dietary, and
metabolic signaling mechanisms of human breast cancer growth by the nocturnal melatonin
signal and the consequences of its disruption by light at night. Journal of Pineal Research, v.
51, n. 3, p. 259-269, 2011.



52

CAGNOL, S.; CHAMBARD, J. C. ERK and cell death: Mechanisms of ERK-induced cell
death - Apoptosis, autophagy and senescence. FEBS Journal, v. 277, n. 1, p. 2-21, 2010.

CASTILLO, C.; SALAZAR, V.; ARIZNAVARRETA, C.; VARA, E.; TRESGUERRES, J.
A. F. Effect of melatonin administration on parameters related to oxidative damage in
hepatocytes isolated from old Wistar rats. Journal of Pineal Research, v. 38, n. 4, p. 240-

246, 2005.

CHACKO, B. K.; KRAMER, P. A; RAVI, S.; BENAVIDES, G. A; MITCHELL, T.;
DRANKA, B. P.; FERRICK, D.; SINGAL, A. K.; BALLINGER, S. W.; BAILEY, S. M,;
HARDY, R. W.; ZHANG, J.; ZHI, D.; DARLEY-USMAR, V. M. The Bioenergetic Health
Index: a new concept in mitochondrial translational research. Clinical science (London,

England : 1979), v. 127, n. 6, p. 367-73, 2014.

CHUFFA, L. G. A.; LUPI JUNIOR, L. A.; SEIVA, F. R. F.; MARTINEZ, M.
DOMENICONI, R. F.; PINHEIRO, P. F. F.; DOS SANTOS, L. D.; MARTINEZ, F. E.
Quantitative Proteomic Profiling Reveals That Diverse Metabolic Pathways Are Influenced

by Melatonin in an in Vivo Model of Ovarian Carcinoma. Journal of Proteome Research, v.

15, n. 10, p. 3872-3882, 2016.

CUL K,; LL, X.; DU, Y.; TANG, X.; ARAL S.; GENG, Y.; XI, Y.; XU, H.; ZHOU, Y.; MA,
W.; ZHANG, T.; CUL K.; LI, X.; DU, Y.; TANG, X.; ARAI S.; GENG, Y.; XI, Y.; et al.
Chemoprevention of prostate cancer in men with high-grade prostatic intraepithelial neoplasia
(HGPIN): a systematic review and adjusted indirect treatment comparison. Oncotarget, v. 5,

n. 0, p. 36674-36684, 2015.

CUNNINGHAM, D.; YOU, Z. In vitro and in vivo model systems used in prostate cancer

research. Journal of biological methods, v. 2, n. 1, 2016.

CUTANDO, A.: LOPEZ-VALVERDE, A.; ARIAS-SANTIAGO, S.; DE VICENTE, J.; DE
DIEGO, R. G. Role of melatonin in cancer treatment. Anticancer research, v. 32, n. 7, p.

2747-53, 2012.

DAGDA, R. K.; CHERRA, S. J.; KULICH, S. M.; TANDON, A.; PARK, D.; CHU, C. T.
Loss of PINKI1 function promotes mitophagy through effects on oxidative stress and
mitochondrial fission. Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 20, p. 13843-13855,
2009.



53

DEGEORGES, A.; HOFFSCHIR, F.; GAUVILLE, C.; DUC, A. L. E.; DUTRILLAUX, B.;
CALVO, F. Recurrent cytogenetic alterations of prostate carcinoma and amplification of c-

myc or epidermal growth factor receptor in subclones of immortalized PNT1 human. v. 731,

p. 724-731, 1995.

DIEHL, J. A.; CHENG, M. G.; ROUSSEL, M. F.; SHERR, C. J. Glycogen synthase kinase 3
beta regulates cyclin D1 proteolysis and subcellular localization. Genes & Development, v.

12, n. 22, p. 3499-3511, 1998.

ESTERBAUER, H.; SCHAUR, R. J.; ZOLLNER, H. Chemistry and biochemistry of 4-
hydroxynonenal, malonaldehyde and related aldehydes. Free radical biology & medicine, v.

11, n. 1, p. 81-128, 1991.

ESTRADA, M.; ESPINOSA, A.: MULLER, M.; JAIMOVICH, E. Testosterone stimulates
intracellular calcium release and mitogen-activated protein kinases via a G protein-coupled

receptor in skeletal muscle cells. Endocrinology, v. 144, n. 8, p. 35863597, 2003.

FREITAS, M.; BALDEIRAS, I; PROENCA, T.; ALVES, V., MOTA-PINTO, A.;
SARMENTO-RIBEIRO, A. Oxidative stress adaptation in aggressive prostate cancer may be
counteracted by the reduction of glutathione reductase. FEBS Open Bio, v. 2, n. x, p. 119-
128, 2012.

FRIEDRICHS, W.; RUPAREL, S. B.; MARCINIAK, R. A.; DEGRAFFENRIED, L. Omega-
3 Fatty Acid Inhibition of Prostate Cancer Progression to Hormone Independence Is
Associated With Suppression of mTOR Signaling and Androgen Receptor Expression.
Nutrition and Cancer, v. 63, n. 5, p. 771-777, 2011.

GAO, Y.; XIAO, X.; ZHANG, C.; YU, W.; GUO, W.; ZHANG, Z.; LI, Z.; FENG, X.; HAO,
J.; ZHANG, K.; XIAO, B.; CHEN, M.; HUANG, W.; XIONG, S.; WU, X.; DENG, W.
Melatonin synergizes the chemotherapeutic effect of fluorouracil in colon cancer by
suppressing PI3K / AKT and kB / iNOS signaling pathways, Journal of Pineal Research, p.
1-15, 2017.

GARCIA, C. P.; LAMARQUE, A. L; COMBA, A.; BERRA, M. A.; SILVA, R. A
LABUCKAS, D. O.; DAS, U. N.; EYNARD, A. R.; PASQUALINI, M. E. Synergistic anti-
tumor effects of melatonin and PUFAs from walnuts in a murine mammary adenocarcinoma

model. Nutrition, v. 31, n. 4, p. 570-577, 2015.



54

GILAD, E.; PICK, E.; MATZKIN, H.; ZISAPEL, N. Melatonin receptors in benign prostate
epithelial cells: evidence for the involvement of cholera and pertussis toxins-sensitive G

proteins in their signal transduction pathways. The Prostate, v. 35, n. 1, p. 27-34, 1998.

GIROTTI, A. W. Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action in biological
systems. Journal of lipid research, v. 39, n. 8, p. 152942, ago. 1998.

GOBBO, M. G.; DIZEYI, N.; ABRAHAMSSON, P.-A.; BERTILSSON, P.-A.; MASITELI,
V.S.: PYTLOWANCIV, E. Z.;: TABOGA, S. R.;: GOES, R. M. Influence of Melatonin on the
Proliferative and Apoptotic Responses of the Prostate under Normal and Hyperglycemic

Conditions. Journal of diabetes research, v. 2015, p. 538529, 2015.

GU, Z.; WU, J.; WANG, S.; SUBURU, J.; CHEN, H.; THOMAS, M. J.; SHI, L.;
EDWARDS, L. J.; BERQUIN, I. M.; CHEN, Y. Q. Polyunsaturated fatty acids affect the

localization and signaling of PIP3/AKT in prostate cancer cells. Carcinogenesis, v. 34, n. 9,

p. 1968-1975, 2013.

HEIDENREICH, A.; BELLMUNT, J.; BOLLA, M.; JONIAU, S.; MASON, M.; MATVEEYV,
V.; MOTTET, N.; SCHMID, H. P.; VAN DER KWAST, T.; WIEGEL, T.; ZATTONI, F.
EAU guidelines on prostate cancer. Part 1: Screening, diagnosis, and treatment of clinically

localised disease. European Urology, v. 59, n. 1, p. 61-71, 2011.

HEVIA, D.; MAYO, J. C.,; QUIROS, I; GOMEZ-CORDOVES, C.; SAINZ, R. M.
Monitoring intracellular melatonin levels in human prostate normal and cancer cells by

HPLC. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 397, n. 3, p. 1235-1244, 2010.

HOLDEN, M. J.; SZE, H. Effects of Helminthosporium maydis Race T Toxin on Electron
Transport in Susceptible Corn Mitochondria and Prevention of Toxin Actions by

Dicyclohexylcarbodiimide. Plant physiology, v. 91, n. 4, p. 1296-302, 1989.

HOU, L.; LIAN, K.; YAO, M.; SHI, Y.; LU, X.; FANG, L.; HE, T.; JIANG, L. Reduction of
n-3 PUFAs, specifically DHA and EPA, and enhancement of peroxisomal beta-oxidation in
type 2 diabetic rat heart. Cardiovascular diabetology, v. 11, n. 1, p. 126, 2012.

HU, Y.; SUN, H.; OWENS, R. T.; GU, Z.; WU, J.; CHEN, Y. Q.; O'FLAHERTY, J. T
EDWARDS, 1. J. Syndecan-1-dependent suppression of PDKI/Akt/bad signaling by
docosahexaenoic acid induces apoptosis in prostate cancer. Neoplasia (New York, N.Y.), v.

12, n. 10, p. 826-836, 2010.



55

IGUCHI, H.; K-H., K.; H., I. Age-Dependent Reduction in Serum Melatoniin Concentrations
in Healthy Human Subjects. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 55, n.

1, p. 27-29, 1982.

JIMENEZ-ARANDA, A.: FERNANDEZ—VAZQUEZ, G.; MOHAMMAD A-SERRANO,
M.; REITER, R. J.; AGIL, A. Melatonin improves mitochondrial function in inguinal white
adipose tissue of Zucker diabetic fatty rats. Journal of Pineal Research, v. 57, n. 1, p. 103—

109, 2014.

JIN, J.-K.; DAYYANI, F.; GALLICK, G. E. Steps in prostate cancer progression that lead to
bone metastasis. International Journal of Cancer, v. 128, n. 11, p. 2545-2561, 1 jun. 2011.

JOPE, R. S.; JOHNSON, G. V. W. The glamour and gloom of glycogen synthase kinase-3.
Trends in Biochemical Sciences, v. 29, n. 2, p. 95-102, 2004.

KIRBY, M.; HIRST, C.; CRAWFORD, E. D. Characterising the castration-resistant prostate
cancer population: A systematic review. International Journal of Clinical Practice, v. 65, n.

11, p. 1180-1192, 2011.

LI, X.; LAO, Y.; ZHANG, H.; WANG, X.; TAN, H.; LIN, Z.; XU, H. The natural compound
Guttiferone F sensitizes prostate cancer to starvation induced apoptosis via calcium and JNK

elevation. BMC Cancer, v. 15, p. 254, 2015.

LIU, L.; ZHANG, K.; SANDOVAL, H.; YAMAMOTO, S.; JAISWAL, M.; SANZ, E.; LI,
Z.; HUL J.; GRAHAM, B. H.; QUINTANA, A.; BELLEN, H. J. Glial lipid droplets and ROS
induced by mitochondrial defects promote neurodegeneration. Cell, v. 160, n. 1-2, p. 177—

190, 2015.

LOPEZ, A.; GARCIA, J. A.; ESCAMES, G.; VENEGAS, C.; ORTIZ, F.; LOPEZ, L. C.;
ACUNA-CASTROVIEJO, D. Melatonin protects the mitochondria from oxidative damage
reducing oxygen consumption, membrane potential, and superoxide anion production.

Journal of Pineal Research, v. 46, n. 2, p. 188-198, 20009.

LU, Y.; CHEN, D.; WANG, D.; CHEN, L.; MO, H.; SHENG, H.; BAL L.; WU, Q.; YU, H.;
XIE, D.; YUN, J.; ZENG, Z.; WANG, F.; JU, H.; XU, R. Melatonin enhances sensitivity to
fluorouracil in oesophageal squamous cell carcinoma through inhibition of Erk and Akt

pathway. Nature Publishing Group, v. 7, n. 10, p. €2432-12, 2016.



56

LUPOWITZ, Z.; RIMLER, A; ZISAPEL, N. Evaluation of signal transduction pathways
mediating the nuclear exclusion of the androgen receptor by melatonin. Cellular and

molecular life sciences : CMLS, v. 58, n. 14, p. 2129-35, 2001.

LYBERG, A.-M.; ADLERCEUTZ, P. Monitoring monohydroperoxides in docosahexaenoic
acid using high-performance liquid chromatography. Lipids, v. 41, n. 1, p. 67-76, 2006.

MARELLI, M. M.; LIMONTA, P.; MAGGI, R.; MOTTA, M.; MORETTI, R. M. Growth-
inhibitory activity of melatonin on human androgen-independent DU 145 prostate cancer

cells. The Prostate, v. 45, n. 3, p. 23844, 1 nov. 2000.

MARTIN, M.; MACIAS, M.; ESCAMES, G.; REITER, R. J.; AGAPITO, M. T.; ORTIZ, G.
G.; ACUNA-CASTROVIEJO, D. Melatonin-induced increased activity of the respiratory
chain complexes I and IV can prevent mitochondrial damage induced by ruthenium red in

vivo. Journal of pineal research, v. 28, n. 4, p. 242-8, 2000.

MARTIN, M.; MACIAS, M.; LEON, J.; ESCAMES, G.; KHALDY, H.; ACUNA-
CASTROVIEJO, D. Melatonin increases the activity of the oxidative phosphorylation
enzymes and the production of ATP in rat brain and liver mitochondria. International

Journal of Biochemistry and Cell Biology, v. 34, n. 4, p. 348-357, 2002.

MAYO, J. C.; SAINZ, R. M.; ANTOLIN, I.; HERRERA, F.; MARTIN, V.; RODRIGUEZ,
C.; ANTOLL, I.; HERRERA, F.; MARTIN, V.; RODRIGUEZ, C. Melatonin regulation of
antioxidant enzyme gene expression. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 59, n. 10, p.

1706-1713, 2002.

MCCARTHY, C.; KENNY, L. C. Therapeutically targeting mitochondrial redox signalling

alleviates endothelial dysfunction in preeclampsia. Scientific reports, v. 6, p. 32683, 2016.

MEBRATU, Y.; TESFAIGZI, Y. How ERK1/2 Activation Controls Cell Proliferation and
Cell Death Is Subcellular Localization the Answer? Cell cycle (Georgetown, Tex.), v. 8, n. 8,

p. 1168-1175, 2009.

MENG, H.; SHEN, Y.; SHEN, J.; ZHOU, F.; SHEN, S.; DAS, U. N. Effect of n-3 and n-6
unsaturated fatty acids on prostate cancer (PC-3) and prostate epithelial (RWPE-1) cells in
vitro. Lipids in health and disease, v. 12, n. 1, p. 160, 2013.



57

MORETTI, R. M.; MARELLI, M. M.; MAGGI, R.; DONDI, D.; MOTTA, M.; LIMONTA,
P. Antiproliferative action of melatonin on human prostate cancer LNCaP cells. Oncology

reports, v. 7, n. 2, p. 347-51, 2000.

OBERLEY, T. D.; ZHONG, W.; SZWEDA, L. I.; OBERLEY, L. W. Localization of
antioxidant enzymes and oxidative damage products in normal and malignant prostate

epithelium. The Prostate, v. 44, n. 2, p. 144-155, 2000.

PANOV, A.; ORYNBAYEVA, Z. Bioenergetic and Antiapoptotic Properties of Mitochondria
from Cultured Human Prostate Cancer Cell Lines PC-3, DU145 and LNCaP. PLoS ONE, v.
8, n. 8, p. 22-24, 2013.

PARK, H. G.; LAWRENCE, P.; ENGEL, M. G.; KOTHAPALLI, K.; BRENNA, J. T.
Metabolic fate of docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3) in human cells: direct
retroconversion of DHA to eicosapentaenoic acid (20:5n-3) dominates over elongation to

tetracosahexaenoic acid (24:6n-3). FEBS Letters, v. 590, n. 18, p. 3188-3194, 2016.

PARONI, R.; TERRANEO, L.; BONOMINI, F.; FINATI, E.; VIRGILI, E.; BIANCIARDI,
P.; FAVERO, G.; FRASCHINI, F.; REITER, R. J.; REZZANI, R.; SAMAJA, M. Antitumour
activity of melatonin in a mouse model of human prostate cancer: Relationship with hypoxia

signalling. Journal of Pineal Research, v. 57, n. 1, p. 43-52, 2014.

PHILLEY, J. V.; KANNAN, A.; QIN, W.; SAUTER, E. R.; IKEBE, M.; HERTWECK, K.
L.; TROYER, D. A.; SEMMES, O. J.; DASGUPTA, S. Complex-I Alteration and Enhanced

Mitochondrial Fusion Are Associated With Prostate Cancer Progression. Journal of Cellular

Physiology, v. 231, n. 6, p. 1364—-1374, 2016.

REITER, R. J.; TAN, D. X.; MALDONADO, M. D. Melatonin as an antioxidant: Physiology
versus pharmacology. Journal of Pineal Research, v. 39, n. 2, p. 215-216, 2005.

REITER, R.; ROSALES-CORRAL, S.; TAN, D.-X.; ACUNA-CASTROVIEJO, D.; QIN, L.;
YANG, S.-F.; XU, K. Melatonin, a Full Service Anti-Cancer Agent: Inhibition of Initiation,

Progression and Metastasis, International Journal of Molecular Science, v. 18, n. 4, p. 843,
17 abr. 2017.



58

RIMLER, A.; CULIG, Z.; LEVY-RIMLER, G.; LUPOWITZ, Z.;, KLOCKER, H.;
MATZKIN, H.; BARTSCH, G.; ZISAPEL, N. Melatonin elicits nuclear exclusion of the
human androgen receptor and attenuates its activity. The Prostate, v. 49, n. 2, p. 145-154,

2001.

RIMLER, A.; CULIG, Z.; LUPOWITZ, Z.; ZISAPEL, N. Nuclear exclusion of the androgen
receptor by melatonin. The Journal of steroid biochemistry and molecular biology, v. 81,
n. 1, p. 77-84, 2002.

SADEGHI, R. N.; KARAMI-TEHRANI, F. Targeting prostate cancer cell metabolism :
impact of hexokinase and CPT-1 enzymes. p. 2893-2905, 2015.

SAKR, W. A.; GRIGNON, D. J.; HAAS, G. P.; HEILBRUN, L. K.; PONTES, J. E.;
CRISSMAN, J. D. Age and racial distribution of prostatic intraepithelial neoplasia. European
urology, v. 30, n. 2, p. 138—44, 1996.

SAKR, W. A.; HAAS, G. P.; CASSIN, B. F.; PONTES, J. E.; CRISSMAN, J. D. The
frequency of carcinoma and intraepithelial neoplasia of the prostate in young male patients.

The Journal of urology, v. 150, n. 2 Pt 1, p. 379-85, 1993.

SCIALO, F.; FERNANDEZ-AYALA, D. J.; SANZ, A. Role of Mitochondrial Reverse
Electron Transport in ROS Signaling: Potential Roles in Health and Disease. Frontiers in

Physiology, v. 8, p. 1-7, 2017.

SHIN, S.; JING, K.; JEONG, S.; KIM, N.; SONG, K. S.; HEO, J. Y.; PARK, J. H.; SEO, K.
S.; HAN, J.; PARK, J. I.; KWEON, G. R.; PARK, S. K.; WU, T.; HWANG, B. D.; LIM, K.
The omega-3 polyunsaturated fatty acid DHA induces simultaneous apoptosis and autophagy
via mitochondrial ROS-mediated Akt-mTOR signaling in prostate cancer cells expressing

mutant p53. Biomed Res Int, v. 2013, n. ¢, p. 568671, 2013.

SHIU, S. Y. W. Towards rational and evidence-based use of melatonin in prostate cancer

prevention and treatment. Journal of Pineal Research, v. 43, n. 1, p. 1-9, ago. 2007.

SILVA, T. M.; PELOSO, E. F.; VITOR, S. C.; RIBEIRO, L. H. G.; GADELHA, F. R. O(2)
consumption rates along the growth curve: new insights into Trypanosoma cruzi
mitochondrial respiratory chain. Journal of bioenergetics and biomembranes, v. 43, p.

409417, 2011.



59

SIU, S. W. F.; LAU, K. W.; TAM, P. C.; SHIU, S. Y. W. Melatonin and prostate cancer cell
proliferation: interplay with castration, epidermal growth factor, and androgen sensitivity.

The Prostate, v. 52, n. 2, p. 106-22, 2002.

SIU, S. W. F.; LAU, K. W.; TAM, P. C.; SHIU, S. Y. W. Melatonin and prostate cancer cell
proliferation: interplay with castration, epidermal growth factor, and androgen sensitivity.

The Prostate, v. 52, n. 2, p. 106-22, 2002.

SOHAL, R. S.; WEINDRUCH, R. Oxidative stress, caloric restriction, and aging. Science
(New York, N.Y.), v. 273, n. 5271, p. 59-63, 1996.

SOHN, E. J.; WON, G.; LEE, J.; LEE, S.; KIM, S. H. Upregulation of miRNA3195 and
miRNA374b mediates the anti-angiogenic properties of melatonin in hypoxic PC-3 prostate

cancer cells. Journal of Cancer, v. 6, n. 1, p. 19-28, 2015.

SRINIVASAN, V.; PANDI-PERUMAL, S.R.; MAESTRONI, G.J.M.; ESQUIFINO, A.L;
HARDELAND, R. CARDINALI D.P. Role of melatonin in neurodegenerative diseases.
Neurotox Res., v.7, n.4, p.293-318, 2005.

STEHLE, J. H.; SAADE, A.; RAWASHDEH, O.; ACKERMANN, K.; JILG, A
SEBESTENY, T.; MARONDE, E. A survey of molecular details in the human pineal gland in
the light of phylogeny, structure, function and chronobiological diseases. Journal of Pineal

Research, v. 51, n. 1, p. 1743, 2011.

TAM, C. W.; CHAN, K. W.; LIU, V. W. S.; PANG, B.; YAO, K.-M.; SHIU, S. Y. W.
Melatonin as a negative mitogenic hormonal regulator of human prostate epithelial cell
growth: potential mechanisms and clinical significance. Journal of pineal research, v. 45, n.

4, p. 403-12, 2008.

TAM, C. W.; MO, C. W.; YAO, K.-M.; SHIU, S. Y. W. Signaling mechanisms of melatonin
in antiproliferation of hormone-refractory 22Rv1 human prostate cancer cells: implications
for prostate cancer chemoprevention. Journal of Pineal Research, v. 42, n. 2, p. 191-202,
mar. 2007.

TATSUMI, T.; SHIRAISHI J.; KEIRA, N.; AKASHI, K.; MANO, A.; YAMANAKA, S;
MATOBA, S.; FUSHIKI, S.; FLISS, H.; NAKAGAWA, M. Intracellular ATP is required for

mitochondrial apoptotic pathways in isolated hypoxic rat cardiac myocytes. Cardiovascular

Research, v. 59, n. 2, p. 428440, 2003.



60

TOMAS-ZAPICO, C.; COTO-MONTES, A. A proposed mechanism to explain the
stimulatory effect of melatonin on antioxidative enzymes. Journal of Pineal Research, v. 39,

n. 2, p. 99-104, 2005.

TORRE, L. A.; BRAY, F.; SIEGEL, R. L.; FERLAY, J.; LORTET-TIEULENT, J.; JEMAL,
A. Global Cancer Statistics, 2012. CA: a cancer journal of clinicians., v. 65, n. 2, p. 87-108,
2015.

VAYALIL, P.K.; LANDAR, A. Mitochondrial oncobioenergetic index: A potential
biomarker to predict progression from indolent to aggressive prostate cancer. Oncotarget,

v.6, n.40, p. 43065-80, 2015.

VAZ, C. V.; ALVES, M. G.; MARQUES, R.; MOREIRA, P. [.; OLIVEIRA, P. F.; MAIA, C.
J.; SOCORRO, S. Androgen-responsive and nonresponsive prostate cancer cells present a

distinct glycolytic metabolism profile. International Journal of Biochemistry and Cell

Biology, v. 44, n. 11, p. 2077-2084, 2012.

WALDHAUSER, F.; WEISZENBACHER, G.; TATZER, E.; GISINGER, B;
WALDHAUSER, M.; SCHEMPER, M.; FRISCH, H. Alternations in nocturnal serum
melatonin levels in humans with growth and aging. Journal of Clinical Endocrinology and

Metabolism, v. 66, n. 3, p. 648-652, 1988.

XI, S. C.; SIU, S. W.; FONG, S. W.; SHIU, S. Y. Inhibition of androgen-sensitive LNCaP
prostate cancer growth in vivo by melatonin: association of antiproliferative action of the
pineal hormone with mtl receptor protein expression. The Prostate, v. 46, n. 1, p. 52-61,

2001.

YAN, K. H.; YAO, C. J.; HSIAO, C. H.; LIN, K. H.; LIN, Y. W.; WEN, Y. C,; LIU, C. C;
YAN, M. DE; CHUANG, S. E.; LAI, G. M.; LEE, L. M. Mefloquine exerts anticancer
activity in prostate cancer cells via ROS-mediated modulation of Akt, ERK, JNK and AMPK
signaling. Oncology Letters, v. 5, n. 5, p. 1541-1545, 2013.

YANG, Z.; LIU, Y.; SHI, C.; ZHANG, Y.; LV, R.; ZHANG, R.; WANG, Q.; WANG, Y.
Suppression of PTEN/AKT signaling decreases the expression of TUBB3 and TOP2A with
subsequent inhibition of cell growth and induction of apoptosis in human breast cancer MCF-

7 cells via ATP and caspase-3 signaling pathways. Oncology Reports, p. 1011-1019, 2017.



61

YIN, H.; MUSIEK, E. S.; GAO, L.; PORTER, N. A.; MORROW, J. D. Regiochemistry of
neuroprostanes generated from the peroxidation of docosahexaenoic acid in vitro and in vivo.

The Journal of biological chemistry, v. 280, n. 28, p. 26600-11, 2005.

YIN, Z.; IVANOV, V. N.; HABELHAH, H.; TEW, K.; RONAIL, Z. Glutathione S-
Transferase p elicits protection against H202-induced cell death via coordinated regulation of

stress kinases1. Cancer Research, v. 60, n. 15, p. 4053-4057, 2000.

YOSSEPOWITCH, O.; PINCHUK, I.; GUR, U.; NEUMANN, A.; LICHTENBERG, D.;
BANIEL, J. Advanced but not localized prostate cancer is associated with increased oxidative

stress. The Journal of urology, v. 178, n. 4 Pt 1, p. 1238-43—4, 2007.

YOULE, R.; BLIEK, A. VAN DER. Mitochondrial Fission, Fusion, and Stress. Science, v.
337, n. 6098, p. 1062—-1065, 2012.

ZAMARAEVA, M. V; SABIROV, R. Z.; MAENO, E.; ANDO-AKATSUKA, Y.
BESSONOVA, S. V; OKADA, Y. Cells die with increased cytosolic ATP during apoptosis: a

bioluminescence study with intracellular luciferase. Cell death and differentiation, v. 12, n.

11, p. 1390-7, 2005.

ZENG, Y.; YANG, X.; WANG, J.; FAN, J.; KONG, Q.; YU, X. Aristolochic acid I induced
autophagy extenuates cell apoptosis via ERK 1/2 pathway in renal tubular epithelial cells.

PLoS ONE, v. 7, n. 1, p. 1-10, 2012.

ZHANG, C.; YU, H.; SHEN, Y.; NI, X.; SHEN, S.; DAS, U. N. Polyunsaturated fatty acids
trigger apoptosis of colon cancer cells through a mitochondrial pathway. Archives of medical

science : AMS, v. 11, n. 5, p. 1081-94, 2015.

ZHANG, Y.; CHIN-QUEE, K.; RIDDLE, R. C.; LI, Z.; ZHOU, Z.; DONAHUE, H. J.
BRMSI1 Sensitizes Breast Cancer Cells to ATP-Induced Growth Suppression. BioResearch,
v.2,n. 2, p. 77-83, 2013.

ZHANG, Y.; JIANG, L.; HU, W.; ZHENG, Q.; XIANG, W. Mitochondrial dysfunction
during in vitro hepatocyte steatosis is reversed by omega-3 fatty acid-induced up-regulation of

mitofusin 2. Metabolism: Clinical and Experimental, v. 60, n. 6, p. 767-775, 2011.



62

CAPITULO 2

O Acido Docosahexaendico causa exclusiio nuclear do PPARY o que pode

estar relacionado a maior proliferacao de células PNT1A
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RESUMO

Os 4cidos graxos polinsaturados t€m sido utilizados como agentes terapéuticos
para o cancer de prostata (CaP). Entretanto, existem estudos clinicos que apontam para uma
correlacdo entre incidéncia de lesdes intraepiteliais prostiticas (NIPs) e CaP com altas
concentracoes séricas destes lipidios. Observamos anteriormente que o 4cido
docosahexaendico (DHA) apresentou comportamento hormético e em doses baixas (até
50um) pode aumentar a proliferacdo celular. Neste sentido, testamos se este estimulo
mitogénico estd associado a via de receptores nucleares que regulam genes responsdveis pelo
metabolismo de lipidios, como o PPARy e o LXRa. Portanto, sabendo que estes receptores
estdo envolvidos na dinamica celular e que o DHA € capaz de ativd-los, avaliamos a
expressao e citolocalizacdo de ambos. Observamos que na presenca de S0uM por 48h, o
PPARy ¢ retido no citoplasma, o que ¢ reportado na literatura como importante evento

antiapoptotico, e parece estar envolvido a maior proliferacao de células PNT1A.

Palavras-chave: prostata, dcido docosahexaendico, PNT1A, PPARy, LXRa
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INTRODUCAO

A obesidade e consumo elevado de lipidios sdo situagdes cada vez mais
constantes na populacdo mundial e que podem exercer influéncia significante direta ou
indireta na fisiologia prostdtica (Chan et al., 2005; Hebert et al., 1998; Parsons et al., 2006,
2013; Vikram et al., 2010). Vérios estudos experimentais com roedores, inclusive do nosso
grupo de pesquisa, tém revelado que a dieta hiperlipidica pode afetar a dindmica de
proliferacao e morte celular na prostata (Cai et al., 2001; Pytlowanciv et al., 2016; Ribeiro et
al., 2012b; Silva et al., 2015). Outros estudos ainda mostraram que o consumo em excesso de
lipidios parece afetar o potencial mitogénico por vias que envolvem Fosfoinositideo-3 quinase
(PI3K), do Substrato Receptor de Insulina 1 (IRS-1) e aumento da expressdo de Receptor de
Estrégeno (ER), facilitando o desenvolvimento de lesdes pré-malignas na prostata (Ribeiro et
al., 2012a). Entretanto, além da quantidade, a natureza lipidica também parece ser importante
na atividade proliferativa glandular. Isto porque dietas ricas em dcidos graxos saturados
apresentam efeitos diferentes dos insaturados, especialmente na expressio do PPARy
(Receptor Gama Ativado de Proliferacdo do Peroxissomo) e do receptor de andrégeno, AR
(Escobar et al., 2009; Furriel et al., 2014). Estes achados apontam lacunas nos mecanismos

pelos quais diferentes lipidios afetam a fisiologia das células prostéticas.

Existem receptores nucleares envolvidos no controle metabdlico e dindmica
celular que sdo diretamente regulados pela presenca de 4cidos graxos, inclusive oriundos da
dieta ou seus metabodlitos. O PPARy (NR1C3) ¢ um deles e estd relacionado com a
diferenciacdo celular, acimulo de lipidios, regulacdo metabdlica e sensibilidade a insulina
(Ahmadian et al., 2013), além de coordenar alteracdes conformacionais do AR, o que pode
refletir na proliferacdo e resposta diferencial em células dependentes ou ndo de andrégenos
(Schaufele et al., 2005). A dieta hiperlipidica insaturada também parece influenciar a via de
sinalizacdo do Receptor X Hepdtico Alpha (LXRa), visto que nosso grupo de pesquisa
reportou recentemente uma associagdo entre a frequéncia de células LXRa-positivas no
compartimento estromal e AR-positivas epiteliais com hiperplasia prostatica em roedores
(Pytlowanciv et al., 2016). Somado a isso, tanto PPARs como LXRs atuam como
heterodimeros obrigatérios do Receptor X de Retindide (RXR), cuja atividade também pode
influenciar a dindmica celular (Chawla et al., 2001). Estes dados mostram que um dos

mecanismos de acdo dos lipidios na préstata pode ser dado via regulagdo destes sensores
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metabolicos, entretanto como isso ocorre € seu papel na carcinogénese prostitica ainda nao

estd completamente elucidado.

Mostramos previamente que o DHA tem comportamento hormético, de forma que
a partir de 100uM reduz a proliferacdo na linhagem PNTIA, mas estimula em outras
concentragdes, com maior taxa a S0uM por 48h. Nesta molaridade € possivel observar grande
acimulo de lipidios intracelulares, o que pode estar associado ao aumento da proliferacao
celular. Neste sentido, sabendo que o DHA pode ativar a via de receptores nucleares
envolvidos no controle metabdlico e proliferacdo, nosso objetivo foi analisar se na maior taxa
clonogénica encontrada, ocorre devido a interferéncia da via do LXRa e PPARy em células

PNTIA.

MATERIAIS E METODOS

Anadlise Morfologica Geral
A morfologia celular foi avaliada por imagens obtidas em microscopio de luz apds
a coloracdo com Hematoxilina-Eosina realizada apds exposi¢do com 50uM de DHA por 48h.

As células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos (Saraiva-Pava et al., 2015).

Ensaios de citolocalizacao

As células foram plaqueadas na densidade de 3x10* células/poco em laminulas de
vidro e submetidas a 50uM de DHA e por 48h. Apds remoc¢do do meio de cultura e lavagem
em PBS, foram fixadas em paraformaldeido 4% por 10 minutos em temperatura ambiente.
Seguiu-se permeabilizacdo com Triton 0,2% em tampao TBST por 15 minutos e o bloqueio
de ligacdes inespecificas com leite 5% em TBST por 30 minutos. Os anticorpos anti-PPARYy
(rabbit policlonal ab19481, Abcam 1:100) e anti-LXRa (rabbit policlonal ab106464, Abcam
1:100) foram diluidos em BSA 1% seguido de incubagdo overnight em camara umida a 4°C
no agitador. Os ntcleos foram corados com DAPI e as laminas finalizadas com meio de
montagem UltraCruz® (Santa Cruz Biotecnology). Foi utilizado microscépio confocal Zeiss
LSM 710 para estudo da localiza¢do celular do LXRa e microscépio de fluorescéncia Zeiss

AX 10 com camera AXIOCAM MRC para avaliagao do PPARYy.
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Western Blotting

As células (5x10%/poco) foram lisadas em tampdo RIPA acrescido de 10%
coquetel de inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). A quantificagao
de proteinas foi realizada em leitor de microplacas Epoch acoplado a placa Take3 Micro-
Volume (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) a 280nm. Apoés eletroforese, as
proteinas (30ug/ul) foram transferidas para membrana de nitrocelulose por 1 hora e 40
minutos em sistema semi-umido. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito com leite
desnaturado 5% em TBST por 50 minutos em temperatura ambiente. Apés lavagem rdpida
com TBST, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpo anti-PPARy
(rabbit policlonal ab19481, Abcam, 1:400), anti-LXRa (rabbit policlonal ab106464, Abcam,
1:400) e anti-B-actina (mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000) para
normalizacdo. A incubacdo com anticorpo secunddrio conjugado com HRP (Santa Cruz
Biotechnology) foi feita por 1 hora a 4°C. A revelacdo foi realizada com sistema ECL e as
bandas visualizadas com auxilio de fotodumentador G:BOX Chemi (Syngene, Synoptics Ltd).
A quantificacdo foi realizada por densitometria relativa (B-actina) utilizando software NIH
Imagel. Os dados foram apresentados em valores da densitometria relativa e erro padrao. As

andlises foram realizadas com trés amostras de eventos independentes.

Anadlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism®
(GraphPad Prism software, v.5.0). Primeiramente, os dados foram analisados considerando os
pressupostos de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os grupos
que assumiram perfil paramétrico foram submetidos ao Teste t ou ANOVA One-way, seguido
do teste de Tukey (post-hoc). Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc). Os dados foram expressos em média e

desvio padrao e p < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
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RESULTADOS

O DHA aumentou o niimero de células em divisao celular

A coloracdo com Hematoxilina-Eosina permitiu notar qualitativamente o maior
nimero de células em mitose, especificamente na metafase, apds tratamento com DHA
(Fig.1.B), enquanto que as controles apresentaram menor frequéncia de divisdo e aparente

maior nimero de células com fenétipo apoptético (Fig.1.A).

O DHA promoveu retencio citoplasmatica do PPARY, mas nio do LXRa
A citolocalizag¢do do receptor nuclear LXRa ndo foi alterada na presenca de DHA
(Fig.3). Por outro lado, apds incubagdo com o lipidio, o PPARYy apresentou retencio

citoplasmatica (Fig.2).

O DHA néo alterou a expressio de PPARy nem de LXRa
A quantificacdo de ambos os receptores nucleares nio apresentou diferenca

significativa (Fig.4).

DISCUSSAO

Este trabalho revelou que com 50uM de DHA ocorreu aumento da distribuicao do
PPARYy no espago peri e extra-nuclear, diferente da localizacdo nuclear esperada. Alguns
autores sugerem que a disposi¢do citoplasmdtica deste receptor nuclear estd associada a
ativacdo e translocag@o de quinases para o nucleo, as quais se ligam ao receptor € promovem
sua exportacdo para o citoplasma, caracterizando um mecanismo de reducdo da transcri¢ao
génica (Burgermeister e Seger, 2008). Associado a este evento, alguns trabalhos tém
comprovado a compartimentalizacdo subcelular do PPARy e acredita-se ser também uma via
de impedimento fisico de acesso do fator de transcricdo ao nucleo, porém, as suas funcdes
extra-nucleares ainda nao sdao bem conhecidas (Luconi et al., 2010). Essa distribuicao peri e
extra-nuclear observada aqui € semelhante ao que ocorre nas linhagens cancerigenas LNCap e
PC3 ndo tratadas, o que, aliado a estudos com antagonista do PPARY, corrobora o mecanismo
de inibicao da apoptose pela exclusdo nuclear do receptor (Lee et al., 2013). Por outro lado,
na presenca de PUFAs nestas mesmas linhagens tumorais, a proliferacdo é reduzida e a
localizagc@o nuclear do receptor aumentada (Li et al., 2014). In vivo,o0 bloqueio desta via estd

associado a formacdo de NIPs (Neoplasia Intraepitelial Prostatica) e maior proliferacdo em
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cultura primdria (Jiang et al., 2010). Portanto, em nosso estudo, a evidente imunolocalizacio
do PPARY no citoplasma sugere que o DHA interferiu na sua via de sinalizacdo e manteve
niveis significantes fora do nucleo favorecendo a proliferacido, evidenciando mecanismos
divergentes do observado em linhagens cancerigenas.

De acordo com Chawla e colaboradores (2001), ainda ha um cross-talk entre estes
receptores e a via dos LXRs, o que nos levou a examinar se hd inferplay entre estas vias.
Contudo, ndo constatamos alteracdes na expressdo dos receptores LXRa (p=0,1365), embora
tenha sido observada grande variacdo na sua expressdo. Além disso, também ndo ocorreram
diferencas na sua citolocalizacdo. Neste sentido, pode ser que estas variagdes sejam uma
resposta a maior proliferagdo das células PNTIA em fung¢do da exclusdo nuclear do PPARY.
Isto porque estudos in vivo e in vitro indicam que o aumento na expressao do LXRa esta
associado a redugdo da proliferacdo de células prostaticas (Chuu e Lin, 2010; Kim et al.,
2009; Pytlowanciv et al., 2016). Entretanto, ndo se descarta outras isoformas do LXR, como a
[, possam estar envolvidas na maior proliferacdo celular observada.

Em conclusdo, at¢ o momento podemos inferir que o DHA a 50uM promoveu
aumento da proliferacdo celular, provavelmente associado ao bloqueio da translocacdo do

PPARY para o nucleo, causando menor transcri¢do de genes pro-apoptoticos.
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Figura 1 — Morfologia. Células em confluéncia coradas com hematoxilina-eosina de Harrys.
Aumento de 40x, 20uM. Legenda: cabeca da seta — células apoptéticas; setas curtas — células
em mitose; C — controle ; DHA - 50uM por 48h.
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Figura 2 — Imunofluorescéncia. Distribuicdo intracelular do PPARy com destaque para a
retengdo citoplasmatica nas células tratadas com DHA. Niucleos corados em azul (DAPI) e
PPARY corado em vermelho. Aumento 40x, 20um. Legenda: C — controle; DHA — 50uM por
48h.
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Figura 3 — Microscopia Confocal. Imunolocalizagdo do receptor LXRa com maior
intensidade nas células tratadas com DHA. Nucleos corados em azul (DAPI) e LXRa em
vermelho. 40x, 20um. Legenda: C — controle; DHA — 50uM por 48h.

DHA



69

C DHA

PPARY

p-actina — ——_—

1.04
= Oc
< -1 M. DHA
-9
s
5
\ 3
2 05
=
i
b
H
=
A2
= 00
c DHA

LXRa [ —
p-actina —

0.49

of T

Densitometria relativa LXR o

Figura 4. Western Blotting. A) Quantificacdo de PPARy e B) LXRa. Nao houve diferenga
estatistica. Valores de densidade relativa normalizado pela B-actina. Legenda: C — Controle;
DHA — 50uM por 48h.
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V. CONCLUSOES FINAIS

A exposicio a 100uM de DHA por 48h evidenciou sua propriedade
quimiopreventiva mediada pelo aumento na geracdo de EROs, principalmente nas
mitocOndrias. Entretanto, apresentou comportamento hormético, de forma que com metade
desta concentragdao estimulou a proliferacdo de células PNT1A. Tendo em vista nossos
resultados, chamamos atenc¢do para o uso da suplementacdo alimentar com este dcido graxo,
sendo necessdrios estudos mais detalhados sobre seus efeitos na prdstata, em especial em
momentos de riscos de desenvolver CaP. Por outro lado, a MLT mostrou potencial preventivo
modulando a fisiologia mitocondrial associada a inibicdo de vias de sobrevivéncia. Estes
achados evidenciam as mitocOndrias e o estresse oxidativo como alvos terapéuticos € 0 uso

combinado de DHA e MLT pode ser uma estratégia preventiva.
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