criatividade e inovagdo

42 feira brasileira de
ciéncias e engenharia

A DIETA DO MANGANES: ESTUDANDO A
BIODISPONIBILIDADE DO MANGANES NA PROGRESSAO
DO CANCER EM MODELO CELULAR

INSTITUTO
FEDERAL

Rio de Janeiro

Autoras : Julia Tavares Moreira (aluna), Déborah A. de A. Carneiro, Isabella C. A. dos Santos (coorientadoras), Mariana P. Stelling (orientadora)
Instituto Federal de Ciéncia, Educacao e Tecnologia do Rio de Janeiro, Campus Rio de Janeiro, Rio de Janeiro
julia.tavares.etm2022.2@gmail.com

INTRODUCAO

Os metais divalentes como o manganés (Mn) promovem a ativacao das integrinas, moléculas de
superficie responsaveis pela sobrevivéncia, adesao e migracao celular, levando a maior taxa de

invasividade tumoral. Em estudos anteriores, foi demonstrado que animais portadores de tumor

apresentam uma distribuicao diferenciada do elemento manganés no organismo, o que pode indicar uma
possivel modulacao do manganés pelo tumor. Nesses estudos realizados, camundongos foram

foram alimentados com a dieta reduzida ou

animais desenvolvem
tumores ectépicos

animais inoculados
com células tumorais

suplementada em manganés, de acordo com 0sS

limites inferior e superior recomendados. Os

animais alimentados com a ragao suplementada ragaoMn |}
A ] 4 semanas 8 semanas
em manganes apresentaram  crescimento
tumoral compativel com o grupo controle, ragéo Mn
enquanto os animais alimentados com a dieta
reduzida em manganés apresentaram volume

camundongos receberam dietas com contelddo manipulado de

grupo alimentado com a ragéo suplementada manganés. Fonte: Mariana Stelling, adaptado por Julia Moreira.

Hipotese Objetivo

Nossa hipotese € a de que tumores humanos, O principal objetivo deste projeto é modelar in

se privados de manganés atraves de dietas vijtro a evolucdo de tumores humanos em modelo

especificas, teriam uma evolugao mais lenta, 2D e 3D de cultivo de linhagens celulares tumorais

assim melhorando as chances de tratamento €  humanas para avaliar se condigdes de privagdo de

sobrevivéncia dos pacientes. manganés podem frear essa evolugao.

MATERIAL E METODOS
T —

Cultura de células

As células utilizadas neste projeto até o momento sdo as linhagens tumorais LLC (carcinoma pulmonar de
Lewis murino), HelLa (carcinoma cervical humano), T98G (glioblastoma humano) e Vero (epitélio renal de
primata). As células sao cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, incubadas
a 37°C em estufa umida com atmosfera de 5% de CO, para tamponamento de pH (sistema bicarbonato). As
células sao passadas com tripsina ou por raspagem, conforme o procedimento a ser realizado. As células
sao mantidas em cultivo durante os experimentos e criopreservadas em tanque de nitrogénio (a -196°C)
para armazenamento. Figura: Estudante executando procedimentos na cabine de seguranca bioldgica.
Fonte: Déborah Carneiro.

Preparo dos meios de cultura modificados

Os meios de cultura modificados foram preparados a partir de meio basal DMEM alta glicose suplementado
com soro fetal bovino parcialmente depletado ou suplementado com manganés - o soro fetal bovino é a
fonte de manganés da formulacao final de meios de cultura. Os soros modificados foram preparados
conforme Stelling et al, 2021, a partir de soro de mesmo lote, e todos passaram pelo tratamento com
resina cationica ativada 50Wx4 para remocao de cations. Entdo, cada soro foi reconstituido com todos os
cations removidos, com excegao do manganés, que foi readicionado em niveis padrao no soro controle,
reduzido a 30% do controle no soro reduzido e elevado a 300% no soro suplementado. Os sais utilizados na
reconstituicao dos soros foram CaCl,, FeCl,, KCI, NaCl e ZnCl,. Entao, os soros foram filtrados com a
utilizacao de filtros 0,22um para garantir sua esterilidade. Figura: Esquema de funcionamento da resina
catidnica. Fonte: autoria prépria.

Formacao de esferoides tumorais por hanging drop

As células tumorais foram dissociadas com tripsina, ressuspensas em meio de cultura padrao e
quantificadas. Entao, a concentracao de células foi ajustada para 5x10% células/mL e, entdo, gotas de 50 pL
foram aplicadas sobre a tampa de placas de cultivo de 100 mm em condicOes estéreis. Apds 48 horas na
condicao de gotas suspensas, os agregados formados foram transferidos para placas de cultivo de ultra
baixa adesao. O crescimento dos esferoides foi acompanhado por 5 dias, registrado por fotografia. Os
esferoides foram medidos e a area das esferas foi utilizado como parametro de proliferacao celular em
cultivo 3D. Figura: Imagens do procedimento de formacao dos esferoides por hanging drop. Fonte: Mariana
Stelling.

Espectroscopia de emissao otica por plasma acoplado induzido (ICP-OES)

O meio de cultivo foi analisado na Central Analitica Pe. Leopoldo Heinberger (CAPLH) na Pontificia
Universidade Catodlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio). L4, as amostras de meio de cultivo foram diluidas 4x em
agua Milli-Q. Essa estratégia foi adotada para reduzir a concentracao de sddio na amostra em analise, que
poderia interferir ao saturar o detector. A quantificacao multi-elementar foi realizada por ICP-OES (Perkin
Elmer Optima 7300 DV) através de uma curva-padrdao dos mesmos elementos. Figura: Equipamento de
ICP-OES utilizado no estudo. Fonte: autoria proépria.

Ensaios de viabilidade celular por MTT

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (2*104 células/poco) e cultivadas por 24 horas em seus
respectivos meios experimentais. Apds a adesao, foi adicionado as células o MTT (acido tetrazdlio) em
concentracao adequada para cada tipo celular e as células foram incubadas por 45 minutos a 1 hora (o
tempo também sera adequado para cada tipo celular). Em seguida, o meio de cultura foi removido e os
cristais de formazan foram dissolvidos em 100uL de DMSO (dimetilsulféxido). A placa foi, entao, levada
para leitura no leitor de microplaca no comprimento de onda de 570 nm. Os valores de absorbancia foram
convertidos em porcentagem da viabilidade celular utilizando-se o controle como 100% de viabilidade.

Ensaio de expansao clonal

As células foram plagueadas em ultrabaixa densidade (5,0x102 células/poco em placas de 35 mm) e
cultivadas nas diferentes condicoes experimentais: em meio controle, reduzido ou suplementado com
manganés. Entdo, as células foram mantidas em cultura por sete a quatorze dias contados a partir do
inoculo. Ao fim do ensaio, as células foram fixadas em etanol absoluto e coradas em solucao 1:15 cristal
violeta (Merck 111885/1) em etanol absoluto. As placas foram fotografadas com auxilio de uma mesa
iluminadora e as colonias contadas com auxilio do software ImageJ. O percentual de sobrevivéncia celular
foi calculado como o percentual do numero de col6nias das condigdes experimentais em comparagao com o
numero de colbnias do controle. Figura: Registro de uma placa de expansao clonal apds coloracao com
cristal violeta para quantificacao das coldnias. Fonte: autoria propria.

Ensaio de cicatrizacao

As células foram plaqueadas em placas de 6 pocgos (2,5*10> células/poco) e cultivadas por 48h a 72h até
gue alcancassem entre 80% e 90% de confluéncia. Entao, uma abertura em formato de cruz foi raspada em
cada poco de forma a simular a “cicatriz”. Entao, os meios de cultura e o debris celular resultante da
raspagem de cada poco foram removidos, e aos pocos foram adicionados os meios manipulados. Entao, o
centro de cada poco (onde se observa o centro da cruz) foi fotografado em microscopio e as placas foram
incubadas por 18h. Ao final do periodo o centro da cruz de cada pocgo foi registrado novamente. As imagens
foram analisadas no software Imagel onde fez-se a medicao das distancias em Oh e 18h. Entdo, os valores
adquiridos foram utilizados para a quantificacdao do percentual da distancia migrada. As analises sao feitas
de forma pareada para evitar que variacdes nas dimensdoes da area raspada entre pocos interfiram na
analise final.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Células tumorais cultivadas continuamente em meio de cultura
suplementado com manganés nao apresentam sinais de sofrimento ou
morte celular
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Figura 2. A exposicao cronica a
. = meio suplementadoMn — concentracbes elevadas de metais i
== melosuplementadoZn - fisjologicamente relevantes é bem 150-
tolerada por células tumorais.
Analise do metabolismo
mitocondrial pelo ensaio de MTT
das células tumorais cultivadas em
meios suplementados com cloreto
de manganés e cloreto de zinco. 0-
o e *p<0,05; One-Way ANOVA com
pos-teste de Tukey. N=5 (Hela),

X 3 linhagens celulares N=3 (LLC)
:/ : Figura 3. O cultivo continuo em concentracoes elevadas de

metais tem potencial de afetar a capacidade de expansao
clonal da linhagem Hela. Apos 15 dias de cultivo em meios
suplementados, as linhagens foram submetidas a um ensaio
de expansao clonal. (A) Quantificacao das colbnias, valores
normalizados pelo controle (considerado como 100%). (B)
Imagens das colbnias de células tumorais formadas em cada
condicao experimental. HeLa (N=4), LLC (N=1).

meio Mn padrao meio suplementado Mn meio suplementado Zn

'\f?’\\\f

células Hela

100+

504
50-

% expansao clonal

células LLC

HelLa LLC

linhagens celulares

éo cultivo em concentracoes elevadas de Mn nao parece .
. afetar profundamente as células tumorais. Trabalhos:
anteriores do grupo levam a hipotese de que:
' mecanismos de adaptacdo, tais como a regulacio i
' genlca de transportadores de metais e selecao natural

de células mais aptas ao ambiente de Mn elevado'

Ievem a esse cenario. |

A privacao ou suplementacao de manganés parece apresentar efeitos
distintos sobre as linhagens de células tumorais e sadias em modelos 2D
(monocamada celular) e 3D (esferoides celulares)

Tabela 1. Quantificacao dos elementos presentes no soro fetal bovino por ICP-OES , ; m: f:;JE;O
Elementos analisados no soro fetal bovino* . 1509 [ ] B Mn elevado
Soro fetal bovino S (mM) P (mM) Na (mM) [ Mn (M) K (mM) Fe (uM) Cu (uM) % 1 I
Controle 19,7+0,3 | 3,9+0,1 (148,3+3,7/0,6+0,02 | 122+0,3 | 47,3+1,3 | 2,4+0,05 g 100- 1
Pés-resina 196+0,3 | 3,7+0,1 (110,5+4,4|10,1+£0,004| 7,8+0,3 |486+1,7| 7,7+0,3 E
Reconstituido Mn reduzido| 19,8 + 0,1 | 13,4+0,5 |143,8+6,6( 0,1+0,02 | 174+0,8 | 48,7+1,7 | 7,7+0,3 S 50-
Reconstituido Mn padrao | 20,3+0,7 | 13,7+0,6 (146,5+7,5|0,5+0,01 | 178+0,8 | 49,7+28 | 7,8+04 'S I I i I
Reconstituido Mn elevado | 21,2+0,7 | 14,1+0,6 |150,2+7,7| 7,0+£0,01 | 182+0,9 | 51,5+2,1| 8,0+£0,3 X 0- : : :
*Anadlise realizada em triplicata técnica. Valores representados como: média * desvio padrao. HelLa T98G Vero
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Figura 4. Analise do metabolismo mitocondrial
pelo ensaio de MTT das células tumorais
cultivadas em meios produzidos como soros
manipulados. HeLa (N=3), T98G (N=7) e Vero
(N=7).
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Figura 5. Ensaio de expansao clonal das linhagens celulares nos meios
produzidos com soros manipulados. (A) Imagens representativas das colbdnias
de células formadas em cada condicao experimental. HeLa (N=3), T98G
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Figura 6. Ensaio de cicatrizacdo para analise da migracao
o ek celular da linhagem LLC nos meios produzidos com soros
manipulados. (A) Imagens representativas dos registros.
(B) Quantificacdo da distancia migrada em 18h de ensaio.
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A manipulacao do soro fetal bovino permite o
cultivo de células em condicoes de Mn redu2|do, :
abrindo portas para estudos sobre o impacto.
desse elemento no cancer. Ainda, reconhecemos !
a importancia de estudos em modelo 3D, como !
os esferoides celulares, que melhor mimetizam a
arquitetura tumoral e associam funcao e forma.
Assim, fenomenos observados in vivo podem ser

 melhor modelados in vitro.
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Figura 7. Ensaio de formacdo de esferoides celulares pelo método do
hanging drop. As linhagens T98G e Vero formaram esferoides que foram !
mantidos por 5 dias em cultivo nos maios manipulados. Os esferoides
foram fotografados no dia 0 e no dia 5 e a diferencas de area de cada
esferoide foi utilizada para acompanhar variagcdes do crescimento. N=1 |
(réplica realizada com 12 esferoides de cada condicdo, os valores plotados !
equivalem a média desses 12 esferoides). |

Alimentos de uma mesma categoria, como variacoes de arroz, podem
influenciar fortemente na ingestao diaria de manganés de um individuo
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Figura 8. Diferentes variedades de arroz | - N
foram pesadas e cozidas em &gua ultrapura, . A escolha de alimentos com

maceradas e o sobrenadante analisado por i ba,se_ em seu c?nteudo i
ICP-OES. medio de manganées pode:
. ser uma estratégia
 promissora para pacientes:
Elementos analisados (em pM) ' 9999!29_'_‘_:25_; _________________________ i
S Zn P Na Mn K Fe Cu
arroz branco 99,3+ 4,9 1,7 +£0,1 118,7+7,1 |71,0+485|1,3%0,1 | 1259,0+79,4 |0,1+0,01|0,1+0,03
arrozintegral | 16784162 | 18402 |19650+2334 |67.6+12,0|3,3%0,7 | 3522,8+4242|01+002|0,1+003| 1abela 2. Quantificacao dos
elementos presentes nas
arroz vermelho | 221,6+ 8,1 24+0,6 |20369+2709|71,0£13,6|5,1%2,1 |3341,9+160,6|0,2+0,03|0,4+0,07| variacdes de arroz por ICP-OES.

*Anadlise realizada em triplicata técnica. Valores representados como: média * desvio padrao.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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O cultivo de linhagens tumorais em modelo 3D e em meios manipulados com concentracoes

elevadas e reduzidas dos metais de relevancia fisioldgica, em especial o manganés, € um modelo

viavel de estudo que vem mostrando evidéncias robustas de estar alinhado com as pesquisas em

modelo animal.

Perspectivas

e Completar os Ns experimentais ainda em aberto de todas as linhagens em modelo 2D e 3D;

e Analisar a proliferacao celular pela quantificacao de marcadores por citometria;

e Analisar o manganés intracelular das linhagens cultivadas nos meios manipulados em modelo 2D
e 3D;

e Acompanhar o crescimento dos esferoides tumorais por periodos mais longos de tempo.
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