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RESUMO

Oliveira ACM. Avaliacdo do papel da pentraxina PTX3 na tumorigénese
utilizando modelos animais geneticamente modificados. Sdo Paulo: 2006.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

PTX3 ¢ uma proteina da familia das pentraxinas, produzida principalmente pelas
células endoteliais, fibroblastos, macréfagos. mondcitos e células dendriticas.
Estudos in vivo, utilizando animais geneticamente modificados, mostraram que PTX3
tem papel preponderante na resposta inflamatdria. A a¢@o biologica de PTX3 envolve
o reconhecimento de motivos comuns presentes em patogenos (PAMPs), ativagdo do
complemento e estimulagdo da fagocitose pelos macrofagos. Além disso. estudos
realizados pelo nosso grupo sugerem que PTX3 modula a expressdo de varias
citocinas e quimiocinas dentre elas TNF, IL-1p. KC(CXCL1) e MCP-1 (CCL2). Este
trabalho teve como objetivo analisar o impacto bioldgico da expressdao de PTX3 no
implante e desenvolvimento de tumores induzidos experimentalmente pela
inoculagdo de células de melanoma murino em camundongos geneticamente
modificados para PTX3. Para tanto, utilizamos camundongos transgénicos que
apresentam em seu genoma copias extras do gene que codifica para PTX3 ou ainda,
camundongos mutantes, onde o gene PTX3 foi deletado por recombinacdo
homologa. A linhagem celular de melanoma utilizada foi a B16-F10 e sua sub-
linhagem B16-F10 NEX2. Nossos resultados mostraram que o implante e
desenvolvimento dos tumores de induzidos experimentalmente parece ser mais lento
no grupo de camundongos que tém expressdao aumentada de PTX3. Isso pode indicar
que a super-expressdo da proteina PTX3 pode conferir uma protegdo contra o
crescimento de tumores. Os resultados dos pardmetros histologicos. analisados na
tentativa de identificar os fatores biologicos que indicassem o mecanismo de acdo de
PTX3 no processo de progressdo tumoral, mostraram que a diferenca existente entre
0s animais que super-expressam PTX3 e seus respectivos controles acontece
precocemente. Notamos diferenga significativa entre os grupos apos 48 horas do

implante de células nos pardmetros drea de necrose (p=0.007). porcentagem de



infiltrado inflamatorio (p=0,015) e nimero de células tumorais (p=0,007). Assim,
sugerimos que PTX3 pode funcionar como um mediador da resposta inata com papel

importante na biologia dos tumores.



SUMMARY

Oliveira ACM. [Evaluation of pentraxin PTX3’s role on tumor genesis using
genetically modified animal models] Sao Paulo: 2006. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Antonio Prudente].

PTX3 is a member of the pentraxin family of proteins, mainly produced by
endothelial cells, dendritcs cells, fibroblasts, macrophages and monocytes. In vivo
studies, using genetically modified mice showed that PTX3 has a critical role on
inflammatory response. Its biological activity involves the recognition of the
pathogens-associated molecular pattern (PAMPs). activation of classical complement
pathway and phagocytosis. Moreover, data from our group suggest that PTX3
modulates the expression of several cytokines and chemokines amongst them TNF,
[L-1b, KC (CXCL1) e MCP-1 (CCL2). The goal of this work was to analyze the
impact of PTX3 expression on tumor implantation and tumor development upon
injection of melanoma cells in mice genetically modified to overexpress as well as in
PTX3 deficient mice. Our results suggest that tumor implantation and tumor
development is diminished in mice with increased expression of PTX3. In PTX3tg
mice, we observed increased tumor necrosis (p=0,007), percentage of infiltrated
inflammatory (p=0,015) and number of tumor cells (p=0,007). Our data suggest that
PTX3 overexpression might lead to a protection against the growth of melanoma

tumors.
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1 INTRODUCAO

1.1  DEFINICAO DE PTX3

Com o objetivo de elucidar o mecanismo molecular de a¢do do TNF, LEE et
al. (1990) isolaram genes induzidos por TNF através da hibridizacdo de uma
biblioteca de ¢DNAs originarios de fibroblastos normais humanos. Dentre os
diversos genes induzidos por TNF (TSGs) identificados, o gene tsg-/4 (tumor
necrosis factor-stimulated gene 14) foi o mais frequentemente encontrado nessa
sequéncia da biblioteca de cDNAs e sua fun¢do era desconhecida (LEE et al. 1990).
Independentemente, BREVIARIO et al. (1992) isolaram o mesmo gene (exceto por
uma metionina, na posi¢ao 202, no lugar de uma leucina) em células endoteliais de
cordao umbilical humano estimuladas com IL-1p (interleucina 1f) e, nomearam-no
de pentraxina 3 (pfx3) devido & homologia apresentada pela por¢cdo C-terminal da
proteina codificada por este gene com as outras proteinas pertencentes a familia das
pentraxinas, a proteina C-reativa (CRP) e o componente soro amiloide P (SAP). Esta
ultima denominacgdo € a mais utilizada até os dias atuais (GARLANDA et al. 2005).

PTX3 ¢ membro de uma superfamilia de proteinas inflamatorias de fase
aguda, as pentraxinas. As pentraxinas sdo proteinas conservadas, caracterizadas por
uma organizagdo estrutural baseada em cinco subunidades idénticas arranjadas nao
covalentemente em simetria pentamérica radial (EMSLEY et al. 1994). Outra

caracteristica propria dessa familia é a presenga de uma “assinatura da familia das



pentraxinas™ conservada, em seu dominio carboxi-terminal (HxCxS/TWxS, onde x
pode representar qualquer aminoécido) (BAIROCH 1991).

Esta superfamilia pode ser dividida em duas classes (subfamilias), divisao
esta baseada no tamanho dos seus membros: a classe das pentraxinas curtas ou
classicas, cujo protdtipo € a proteina C-reativa (CRP); e a classe das pentraxinas

longas ou novas, cujo prototipo é a PTX3.

1.1.1  As pentraxinas curtas

As pentraxinas curtas, CRP e SAP, s@o proteinas inflamatérias de fase aguda
em humanos e murinos, respectivamente, pesando 25-kDa (RUBIO et al. 1993), ¢
produzidas por hepatdcitos em resposta a mediadores inflamatorios, principalmente
IL-6 (BAUMANN e GAUDIE 1994). Essas duas proteinas tém um mecanismo de
ligacdo dependente de calcio, interagindo com diversos ligantes como,
fosfoetanolamina (PE), fosfocolina (PC) (SCHWALBE et al. 1992), DNA e
cromatina (BUTLER et al. 1990), componentes do sistema complemento (ROBEY et
al. 1984). complexos imunes, carboidratos, glicolipides (LOVELESS et al. 1992) e
componentes de matriz extracelular (PEPYS e BUTLER 1987, BUTLER et al.
1990). Devido a essas propriedades, elas regulam a resisténcia natural contra
microrganismos e clarificagdo de debri e componentes da matriz extracelular
(PEPYS 1983). SAP liga-se também a varias bactérias (HIND et al. 1985;
NOURSADEGHI et al. 2000), ao virus influenza (ANDERSEN et al. 1997), a
fibronectina, a proteina ligante C4b ¢ a todas as formas de fibrilas amiloides (PEPYS

e BUTLER 1987; BUTLER et al. 1990).



1.1.2  As pentraxinas longas

As pentraxinas longas apresentam em sua regido C-terminal dominios
homologos aos encontrados nas pentraxinas curtas. Porém, as pentraxinas longas
adquiriram, durante o processo evolutivo, novos dominios na regido N-terminal
resultantes, talvez, da fusdo dessas novas extremidades as pentraxinas ancestrais
(GOODMAN et al. 1996). Apesar da semelhanga relatada acima entre as pentraxinas
curtas ¢ longas, essas altimas diferem quanto & organizagdo génica, localizag@o
cromossomal, fonte celular, estimulo indutor e reconhecimento de ligantes
(MANTOVANI et al. 2003). Além de diferirem também, obviamente, quanto ao
tamanho, que neste caso ¢ em média de 40-50 kDa.

A primeira pentraxina longa descrita, foi a TSG-14 (LEE et al. 1990),
posteriormente denominada de PTX3 (BREVIARIO et al. 1992), sendo entdo
considerada o protdtipo desta subfamilia. Recentemente, outras pentraxinas longas
foram descritas, como a XL-PXNI, isolada a partir de uma biblioteca de cDNA do
figado de Xenopus laevis (SEERY et al. 1993), a Apexin/p50, localizada no
acrossomo de espermatozoides de porcos da india (NOLAND et al. 1994; REID e
LOBEL 1994) e é a que possui maior homologia com PTX3 (26%) (GOODMAN et
al. 1996), a NPI. pentraxina neuronal do cérebro de rato (SCHLIMGEN et al. 1995).
a NPII, pentraxina neuronal do cérebro humano (HSU e PERIN 1995) e a Narp,
outra pentraxina neuronal do cérebro de rato (TSUI et al. 1996).

Virias fungdes tém sido atribuidas as pentraxinas neuronais, por exemplo. a
NPI ao ligar-se a taipoxina tem papel na absorcdo sinaptica. Além disso. NPI

juntamente com Narp possuem uma atividade sinaptogénica (XU et al. 2003).
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1.1.2.1 Propriedades do gene e da proteina PTX3

PTX3 é codificada por um gene de copia tnica, formado por trés éxons e dois
introns, localizado no cromossomo 3 humano (q25), e o equivalente em murinos esta
localizado no cromossomo 3, banda (q24-28). A identidade entre a seqiiéncia de
aminoacidos da proteina humana e murina é de 82%, e a por¢ao C-terminal de PTX3
apresenta homologia de 57% de aminoacidos conservados em relagdo as pentraxinas
classicas (INTRONA et al. 1996). Os dois primeiros éxons codificam o peptideo
sinal ¢ o dominio N-terminal da proteina, respectivamente, ¢ o terceiro éxon detém o
dominio de identidade das pentraxinas (C-terminal), exatamente como nos outros
membros da familia (BREVIARIO et al. 1992).

A seqiiéncia nucleotidica do ¢cDNA de PTX3, revelou a existéncia de uma
ORF que codifica para 381 aminodacidos (BREVIARIO et al. 1992; LEE et al. 1993),
incluindo um peptideo sinal de 17 aminoacidos.(GARLANDA et al. 2005). Sendo
que a regido C-terminal apresenta 203 aminoécidos e a por¢do N-terminal apresenta
178 aminoacidos ainda inéditos. ou seja, ndo descritos em nenhuma outra proteina.
Analises da seqiiéncia humana indicaram a presenga de um sitio de N-glicosila¢do na
posi¢ao 220 da por¢do C-terminal, que confere o peso molecular de 45 kDa a
glicoproteina secretada (GARLANDA et al. 2005).

O promotor de prx3 contém sitios para os fatores de transcrigdo Pul, AP-1,
NF-xB. Spl e NF-IL-6. Foi demonstrado que NF-kB é o fator de transcricdo
essencial para que haja indugdo por TNF e IL-1B (ALTMEYER et al. 1995: BASILE
et al. 1997). Entretanto estudos realizados por HAN et al. (2005), utilizando células
epiteliais pulmonares, demonstraram outra via de regulacdo génica para PTX3. que

ndo fosse NF-kB. responsavel pela indugdo de TNF: pois quando este fator de



transcri¢do foi bloqueado através de seus inibidores, a indu¢do por TNF ndo foi
abolida. O estudo em questdo utilizou-se, entdo, siRNA contra JNK1 ou JNK2 e
observou uma regula¢do para PTX3 independente de NF-xB porém dependente de
JNK, que ¢ uma via conhecida por regular a expressdo de genes envolvidos em
eventos relacionados ao estresse (HAN et al. 2005).

Diversos tipos celulares sdo capazes de produzirem PTX3 in vitro em
resposta ao tratamento com TNF (LEE et al. 1990), IL-1p (BREVIARIO et al. 1992),
lipoarabinomananas (BREVIARIO et al. 1992 e VOURET-CRAVIARI et al. 1997a
¢ b). LPS (lipopolissacarideo) (VOURET-CRAVIARI et al. 1997a e b), LDL
oxidado (KLOUCHE et al. 2004) ¢ OmpA (CAMOZZI et al. 2005) e outros
agonistas para diferentes membros da familia “Toll Like Receptors™ (TLR). Estas
células incluem: células dendriticas mieléides (principal produtora de PTX3), células
endoteliais, fagocitos mononucleares, células de musculo liso, adipdcitos,
fibroblastos, células sinoviais, condrécitos, midcitos normais, células do epitélio
renal e alveolar, e células do cumulus dos odcitos (BREVIARIO et al. 1992; LEE et
al. 1994; INTRONA et al. 1996; POLENTARUTTI et al. 2000; PERI et al. 2000;
GOODMAN et al. 2002: GARLANDA et al. 2002; VARANI et al. 2002; LATINI et
al. 2004; NAUTA et al. 2005). Citocinas anti-inflamatorias ou citocinas associadas
com a resposta do tipo Th 2 (IL-4, IL-13). ndo exercem efeitos sobre a produgado de
PTX3, e além disso, [L-6 se mostrou um indutor ndo muito eficaz desta proteina
(ALLES et al. 1994). Contrariamente, [FN-y e IL-10 tém efeitos divergentes na
produgdo de PTX3. [FN-y inibe a expressdo e a produ¢do de PTX3 em diferentes
contextos celulares, por exemplo, em macrofagos e mondcitos (GOODMAN et al.

1996, 2000; POLENTARUTTI et al. 1998), enquanto [L-10 possui um perfil de



indutor da expressdo de PTX3 em células dendriticas e monocitos (PERRIER et al.
2004).

O primeiro ligante caracterizado para PTX3 € o Clq, componente de ativagio
da cascata do complemento da via inflamatoria classica (BOTTAZZI et al. 1997), e
essa intera¢do ocorre independentemente de céalcio. (NAUTA et al. 2003). Como
CRP e SAP, PTX3 liga-se as células apoptdticas, inibindo seu reconhecimento pelas
células dendriticas (ROVERE et al. 2000). Além disso, se liga a alguns patdégenos
como Aspergillus fumigatus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhirium,
Paracoccidioides brasilienses ¢ ao componente de parede celular, o zymosan
(GARLANDA et al. 2002; DINIZ et al. 2004). TSG-6, uma proteina multifuncional
geralmente associada a inflamacao, liga-se também a proteina PTX3, e através dessa
interag@o, PTX3 atua sobre a matriz extracelular rica em acido hialurénico, que ¢
essencial para a fertilidade das fémeas (SALUSTRI et al. 2004). Mais recentemente,
RUSNATI et al. (2004). demonstraram que PTX3 se liga especificamente ao fator de
crescimento de fibroblasto-2 (FGF2). através da extensdo N-terminal de PTX3

(CAMOZZI et al. 2005).

1.1.2.2 Fungdes exercidas por PTX3

Visando investigar a relevancia de PTX3 na resposta inflamatdria
desencadeada in vivo, nosso grupo desenvolveu modelos animais geneticamente
modificados que expressam copias extras do gene em questdo. Os transgenes
inseridos no genoma dos animais contém toda a seqiiéncia codificadora do gene e
também a regido regulatoria que confere a indutibilidade por TNF e IL-1B. na qual o

sitio NFkB é imprescindivel (ALTMEYER et al. 1995; BASILE et al. 1997). Os



animais transgénicos para PTX3 (PTX3Tg) se mostraram mais resistentes a infec¢@o
bacteriana induzida experimentalmente pelo procedimiento de ligadura e perfuragdo
do ceco (CLP), bem como ao choque endotoxico em reposta a administragdo de altas
doses de LPS (DIAS et al. 2001). Entretanto, quando submetidos a isquemia e
reperfusdo (IR) da artéria mesentérica superior, os animais PTX3Tg apresentaram
uma taxa de sobrevida menor do que a observada no grupo dos animais do tipo
selvagem (WTs) (SOUZA et al. 2002). Neste caso, os camundongos geneticamente
modificados, mostraram uma resposta inflamatdria exacerbada que se refletia em um
aumento exagerado da permeabilidade vascular, hemorragia e infiltrado neutrofilico
no duodeno, ileo e pulmdo. Nos animais PTX3Tg submetidos a IR, concentragdes
bem mais elevadas de TNF, IL-1p, MIP-2/KC (CXCL1) e MCP-1 (CCL2) foram
encontradas, em compara¢do com as presentes nos tecidos dos animais do tipo
selvagem submetidos ao mesmo tratamento (SOUZA et al. 2002). Nossos estudos
prévios também demonstraram que macréfagos peritoneais isolados dos animais
PTX3Tg apresentam uma capacidade aumentada de fagocitose de particulas
fingicas. independentemente de opsoniza¢do, em relagdo a observada nos fagdcitos
provenientes dos animais WTs (DINIZ et al. 2004). Além disso, estes produziram
maiores quantidades de 6xido nitrico em resposta a estimulag¢do por TNF e/ou LPS
(DIAS et al. 2001). Este papel importante na resisténcia aos patogenos foi também
mostrado por GARLANDA et al. (2002), utilizando animais nocaute para PTX3. Os
trabalhos que utilizaram animais deficientes para o gene ptx3, apontaram a existéncia
de uma fun¢do inédita e inesperada para esta proteina relacionada a fertilidade. As
fémeas nocaute homozigotas apresentam um fenotipo de infertilidade relacionado a

desestabiliza¢do da interagdo da matriz extracelular que agrega as células do cumulus



aos oocitos no periodo periovulatorio (VARANI et al. 2002; GARLANDA et al.
2005).

Como relatado anteriormente, PTX3 liga-se a conidia do fungo A. fumigatus,
facilitando a internalizagdo e morte desta, além da producdo de MCP-1 (também
conhecida como CCL-2) por fagdcitos mononucleares. O nivel de PTX3 plasmatico
foi encontrado aumentado em camundongos infectados com A. fumigatus e em
pacientes neutropénicos com doengas hematopoiéticas e infecg¢do sistémica por esse
tipo de fungo (GARLANDA et al. 2002). PTX3 também foi detectado no lavado
broncoalveolar de camundongos e em humanos durante essa infec¢do. Esses
resultados demonstraram que PTX3 atua como um receptor padrio de
reconhecimento soluvel, o qual atua tanto na resisténcia aos patdgenos oportunistas,
em particular 4. fumigatus, como também na fertilidade das fémeas (MANTOVANI
et al. 2003).

Altos niveis de PTX3 tém sido observados em diversas doengas infecciosas.
incluindo sepsis. infecgdo por A. fumigatus, tuberculose e dengue (MULLER et al.
2001; GARLANDA et al. 2002; MAIRUHU 2005). Em algumas dessas doencas, o
nivel de PTX3 foi correlacionado com a atividade ou severidade da doenca
(GARLANDA et al. 2005).

Pentraxinas. incluindo SAP e PTX3. ligam-se as células apoptoticas e liberam
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componentes nucleares, regulando seu “clearance”, e bloqueia a ativagdo da
autoimunidade (ROVERE et al. 2000). Desordens autoimunes como artrite
reumatdide, lipus eritematoso sistémico, esclerose sistémica e vasculite de pequenos

vasos, foram investigadas quanto aos niveis de PTX3. Niveis elevados foram

observados em artrite reumatoide e vasculite de pequenos vasos. Neste ultimo caso,



os niveis de PTX3 estdo correlacionados com a atividade da doenga e a resposta a

terapia (LUCHETTI et al. 2000; FAZZINI et al. 2001).

1.1.2.3 Interacao PTX3/FGF-2

RUSNATI et al. (2004) demonstraram que PTX3 se liga especificamente ao
fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2), através da extensdo N-terminal de
PTX3 (CAMOZZI et al. 2005). Esse fator de crescimento induz a proliferacio
celular, quimiotaxia, induz angiogénese in vivo e modula a neovascularizacio
durante a cicatrizagdo, inflamagdo, arteriosclerose e crescimento tumoral. A
interagdo entre FGF-2 e PTX3, neutraliza a capacidade deste fator de crescimento de
se ligar aos seus receptores. fato que resulta na inibicdo da sua atividade mitogénica
in vitro, e angiogénica, in vivo, demonstrada pelos autores em modelo de membrana
corioalantéide de ovo de galinha (RUSNATI et al. 2004). Os ensaios realizados
sugerem que PTX3 possa inibir 0 mecanismo autocrino de estimulacido por FGF-2
nas células endoteliais, levando a uma significante inibi¢do de migragdo celular,
proliferacdo, morfogénese e crescimento tumoral. Os autores também relatam a
ligagao de PTX3, em afinidade bem mais baixa do que a observada para FGF-2, aos
fatores FGF-8 e VEGF. mas ndo observou-se sua ligagdo com FGF-1 ou FGF-4.
Além disso, foi relatado que PTX3 pode agir como um potente inibidor da
estimulag¢do exercida por FGF-2 sobre as células musculares lisas das artérias
coronarianas, exercendo dessa forma, uma a¢do modulatéria das fungdes destas
células apos uma lesdo no vaso sanguineo (LAZAR-MOLNAR et al. 2000).

Enquanto melanocitos normais ndo expressam FGF-2. quase todos os

melanomas produzem esse fator em altos niveis durante a progressdo tumoral (REID



et al. 1994; AL-ALOUSI et al. 1996; HALABAN et al. 1988). Ao contrario de FGF-
2, os receptores de membrana para esse fator, principalmente o FGFR-1, sdo
expressos tanto em melandcitos normais quanto em células de melanoma. FGF-2 tem
demonstrado ter papel como estimulante autdcrino do crescimento, durante a
progressdo tumoral (WANG e BECKER 1997, YAYON et al. 1997). Entretanto,
também tém sido postulados efeitos paracrinos na angiogénese e na formag@o do

estroma (NESBIT et al. 1999).

1.2 MELANOMA CUTANEO

1.2.1 Defini¢io, estimativa, progressdo e critérios de avaliacio

Melanomas sdo neoplasias malignas de melandcitos que figuram entre os
canceres humanos menos responsivos a diversos tratamentos. Diferentemente do que
vem sendo observado com outros tumores, a incidéncia de melanoma tem crescido
nas ultimas décadas (HENDERSON et al. 1991). Segundo dados do INCA
(www.inca.gov.br), o melanoma representa apenas 4% dos tipos de cancer de pele,
porém € o mais grave, devido a sua alta possibilidade de metastase. Por isso, apesar
de sua baixa incidéncia, apresenta elevada taxa de mortalidade. Para 2006, estao
previstos 2.710 casos novos em homens e 3.050 casos novos em mulheres. O
melanoma representa uma grupo de doengas definidos por critérios patolégicos e
clinicos, que sugerem uma sequéncia de passos distintos para sua progressdo

(MEIER 2003):



melandcitos — nevo — nevo displasico — melanoma primario em fase de
crescimento radial sem competéncia para mestastatisar — melanoma primario em

fase de crescimento vertical competente para metastatizar — melanoma metastatico

Fonte: MEIER (2003)

Histologicamente, a classifica¢do do melanoma reflete a localiza¢do e / ou a
profundidade do mesmo. Por exemplo, o melanoma in sifu, caracterizado por um
padrdo de crescimento radial, estd confinado primariamente a epiderme. Em
contrapartida, a fase de crescimento vertical dos melanomas malignos denota uma
transicdo para uma condi¢do mais agressiva e maligna, a qual € caracterizada pela
invasdo tumoral ultrapassando a derme e podendo alcangar sitios distantes, levando a
metastase. Embora o melanoma tenda a se propagar para sitios ndo viscerais como
pele ou linfonodos. os sitios viscerais mais comumente envolvidos na metastase do
melanoma sdo pulmao, figado, cérebro, ossos e intestino delgado (CHIN et al. 1988)

Entre os varios fatores de avaliagdo, a espessura total do tumor € o melhor
determinante independente para prognoéstico de melanomas ndo-metastaticos. O
sistema descrito por Breslow, o qual mensura a espessura tumoral do topo da camada
nucleada da epiderme até a maior profundidade da invasdo tumoral, (CHIN et al.

1998).

1.2.2 Fatores de crescimento e citocinas em células melanociticas
A regulagdo autdcrina de células tumorais envolvem a produgao endogena de

fatores de crescimento, os quais atuam na produgdo de receptores celulares

especificos e estimulam a proliferacdo celular (LAZAR-MOLNAR et al. 2000).




Os fatores de crescimento produzidos pelas células de melanoma podem ter
efeito paracrino sobre outras células do estroma circundante, enquanto células
endoteliais, queratinocitos, fibroblastos, mondcitos, linfocitos e granuldcitos, e estas
células, por sua vez, produzem vérios fatores de ativagdo, como IGF-I, PDGF e
enzimas proteoliticas, ou inibitérios como IL-1, IL-6, OSM, TGF-p. IFNs e TNF.
Esses fatores paracrinos aumentam o crescimento tumoral, angiogénese, adesdao ou
mobilidade, promovem a dissemina¢do ou inibem o crescimento tumoral, ou causam
diferenciacdo (LAZAR-MOLNAR et al. 2000).

Como relatado anteriormente, o FGF-2 é o fator de crescimento mais
expresso pelas células de melanoma. O mecanismo pelo qual FGF-2 é expresso
abundantemente pelas células de melanoma, pode ser explicado pela co-expressdo do
proto-oncogene ¢-MYB. o qual transativa o promotor de FGF-2 e estimula a
expressao do seu RNAm e da sua proteina, resultando em um descontrolado
crescimento (LAZAR-MOLNAR et al. 2000).

Fatores de crescimento como FGF-2 n3o atuam somente estimulando a
proliferacdo de melanocitos. A persistente expressio de FGF-2 estd associada ao
recrutamento, a proliferacdo e migracdo de células endoteliais, o que favorece a
invasdo da massa tumoral por vasos neoformados (angiogénese) (DE CRISTAN et
al. 1990). Mais ainda, FGF-2 é um potente modulador da migrac¢do de melanocitos e
melanomas, favorecendo o processo de metastase. Assim, além de estar associado a
formagdo de nevos, FGF-2 também esta associado a progressao de melanomas em
fase de crescimento radial e para melanomas em fase de crescimento vertical

(NUGENT e 10270 2000).
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Esse fator de crescimento ¢ bem conhecido por suas propriedades
angiogénicas e efeitos mitogénicos em varios tipos celulares. Além disso, FGF-2
ativa enzimas extracelulares, atribuindo uma capacidade invasiva as células de

melanoma (LAZAR-MOLNAR et al. 2000).




JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

Com base em dados anteriores do nosso laboratério que evidenciaram a
participag@o importante de PTX3 na modulagdo da resposta inflamatoria observada in
vivo; suportados por dados da literatura que documentam o importante papel de
citocinas tais como TNF, IL-1B, das quimiocinas CXCL1-3 (MIP-2/KC) e CCL2
(MCP-1), e de moléculas como o oOxido nitrico no desenvolvimento e progressao
tumoral todos estes mediadores se encontram elevados nos animais PTX3Tg (DIAS
et al. 2001; SOUZA et al. 2002); baseados também na evidéncia do efeito anti-
angiogénico da ligagdo de PTX3 ao FGF-2 (RUSNATI et al. 2004), resolvemos
investigar a participagdo de PTX3 em processos tumorais utilizando modelos de
implante de células tumorais in vivo.

O modelo escolhido neste estudo foi o do melanoma cutaneo. Para esta
escolha consideramos o fato de que citocinas e quimiocinas como IL-8, IL-10, IL-1 e
TNF, serem encontradas elevadas nos animais PTX3Tg (DIAS et al. 2001; SOUZA et
al. 2002) e serem conhecidamente importantes no desenvolvimento deste tipo de
neoplasia (LAZAR-MOLNAR et al. 2000). Além disso, este tipo de cancer pode ser
implantado de forma experimental em camundongos pela inje¢do intravenosa ou
subcutanea de células tumorais em animais susceptiveis. Este modelo experimental ja
estd padronizado e bem estabelecido no nosso grupo, uma vez que tem sido
largamente empregado em nossos estudos visando o conhecimento da biologia do
melanoma e avalia¢do da resposta deste tipo de tumor ao tratamento com drogas

alquilantes e TNF,
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OBJETIVOS

GERAL

Analisar o papel biologico de PTX3 no desenvolvimento de tumores induzidos

experimentalmente pela inoculagdo subcutinea de células de melanoma murino em

camundongos geneticamente modificados para PTX3.

3.2

LFS]

ESPECIFICO

Estabelecer a curva de crescimento de tumores induzidos pela injegdo
subcutdnea das linhagens de melanoma B16F-10 Nex2 em camundongos
transgénicos (Tg2) e compara-la com a curva obtida de seus respectivos
camundongos do tipo selvagem (WTTg2).

Estabelecer a curva de crescimento de tumores induzidos pela injecdo
subcutdnea das linhagens de melanoma B16-F10 em camundongos nocaute
para PTX3 (PTX3KO ou KO) os quais, ndo produzem a proteina codificada
por este gene, e compard-la com a curva obtida de seus respectivos
camundongos do tipo selvagem (WTKO).

Avaliar, através da analise histologica de cortes de pele no local da inje¢do
das células tumorais (tempos de 24, 48 e 72 horas) ou dos tumores recolhidos
dos animais (10 dias), a presenca de areas de necrose, area tumoral,
porcentagem de infiltrado de células inflamatérias e o numero de células

tumorais.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 CAMUNDONGOS

Foram utilizados animais transgénicos para PTX3 gerados e caracterizados
por DIAS et al. (2001). Estes animais foram gerados no background CD1 e carregam
duas (PTX3Tg2 ou Tg2) ou quatro (PTX3Tg4 ou Tg4) copias extras do transgene,
sob controle do préprio promotor de PTX3. Foram usados nos ensaios, animais
heterozigotos e, como controles, animais WT da linhagem CD1 (WTTg2).

Os animais deletados para PTX3 (PTX3KO ou KO) foram gerados e
caracterizados por VARANI et al. (2002) e foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Martin Matzuk da Baylor College of Medicine (Houston, Texas). Em linhas gerais,
os animais foram obtidos pela deleg@o, por recombina¢do homdloga, dos éxons 1 e 2
do gene pix3. Os camundongos PTX3KO apresentam background genético misto de
CS57BL/6 e 129/SvEv e os animais WT (WTKO) usados como controle apresentam o
mesmo background.

Foram utilizados camundongos machos, apresentando entre 6 a 10 semanas
de idade, mantidos em biotério, em mini-isoladores e sob regime de 12 horas de luz,
no biotério do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer e recebendo agua
acidificada e racdo autoclavadas ad libitum.

Os animais foram sacrificados, pelo método de anestesia profunda com

Halotano, em tempos determinados pelo experimento ou sempre que os tumores
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induzidos apresentarem tamanho igual ou maior que 3cm” para evitar o sofrimento
dos mesmos.

Todos os procedimentos empregados na manipulagdo dos camundongos
seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) que segue as normas do International Council for Laboratory Animal

Science (ICLAS).

42 CELULAS

Foram utilizadas trés linhagens celulares de melanoma murino, B16-F1,
células de melanoma murino metastatico obtidas originalmente ap6s uma passagem
em pulmao (FIDLER 1973), B16-F10 Nex2, uma sub-linhagem derivada da B16-F10
e, a B16-F10, células de melanoma murino metastatico obtidas originalmente apos
10 passagens em pulmdo (FIDLER 1973). A linhagem B16-F1 utilizada neste estudo
era proveniente do banco de células do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer
(ILPC), a B16-F10 Nex2 foi cedida pela UNOEX - UNIFESP, e a linhagem B16-F10
foi gentilmente cedida pelo Dr. Roger Chammas, vindas do banco de células do
laboratério de Oncologia da EPM/UNIFESP.

As células B16-F1 foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) e as células
B16-F10 e B16-F10 Nex2 em meio RPMI (Gibco), ambos os meios suplementados
com 10% de soro bovino fetal e acrescidos de 40pg/ml de gentamicina, a 37°C em

estufa com atmosfera de 5% de CO..
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43 AVALIACAO DA CONTAMINACAO POR MICOPLASMA NAS
LINHAGENS CELULARES B16-F1 E B16-F10 E, CARACTERIZACAO
DAS MESMAS, UTILIZANDO MARCADORES

IMUNOHISTOQUIMICOS

Antes de preparar o estoque de células a serem utilizadas neste projeto,
procedemos a avaliagdo das mesmas no que se refere a contaminagdo por
micoplasma e também a expressdo de marcadores de superficie caracteristicos de
células de melanoma.

A avalia¢do da presenga ou ndo da contaminag¢@o por micoplasma foi feita
pelo método de PCR duplex. O protocolo utilizado para esta técnica, foi adaptado em
nosso laboratorio a partir do sugerido pelo aluno de mestrado em andamento Clayton

Fagundes Machado, o qual gentilmente nos cedeu os iniciadores utilizados na reagao.

o GAPDH: Foward: 5 CTG CAC CAC CAA CTG CTTA 3

Reverse: 5° CAT GAC GGC AGG TCA GGTC 3’

° MICO: Foward: 5’GGC TGG GTG AGT AAC ACG¥

Reverse: 5’CGG ATA ACG CTT GCG ACC TATG3

O tamanho do amplicon usando o iniciador GAPDH ¢ de 350pb e o
empregando o iniciador para detec¢do de DNA de micoplasma 500pb.
Como controle positivo das reagdes foram usados DNAs extraidos de uma

linhagem, contaminada por micoplasma. N2a (Neuro-2a, neuroblastoma murino).
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Como controle negativo foram usados DNAs da linhagem Mef CW
(fibroblastos provenientes de camundongos do tipo selvagem), livre de
contaminag¢do. Estes controles nos foram gentilmente cedidos pela pesquisadora
Regina Nomizo.

Foi descongelada uma aliquota contendo 1ml de cada linhagem na quantidade
de 1x10° células (B16-F1 e B16-F10), em meio DMEM e RPMI respectivamente, e
as c€lulas foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. Os sedimentos de células
foram lavados duas vezes em PBS e, finalmente homogeneizados em 500ul de
Solugdo de Lise (100mM Tris HCL pH 8.5; 5SmM EDTA pH 7.5; 0,2% SDS; 200mM
NaCl; 100mg/ml PK; dgua q.s.p.) e, levados ao Termomix por 3 horas a 1000 rpm,
seguido de centrifugagdo por 5 minutos a 14.000 rpm. Foram acrescentados 500ul de
Isopropanol seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 8000 rpm; lavados com etanol
(ETOH) 70% e novamente centrifugados por 5 minutos a 8000 rpm. Depois de secos,
os DNAs foram ressuspendidos em 30ul de 4gua autoclavada.

Foi feito um “mix” para a PCR Duplex contendo, IX PCR buffer 10X; 1,5mM
MgCl; 25mM; 4% DMSO:; 0,25mM dNTP 25mM; 0,4 pmol/ ul MICO Fw Spmol/pl;
0,4 pmol/ ul MICO Ry Spmol/ul; 0,4 pmol/ ul GAPDH Fw Spmol/ul; 0.4 pmol/ pl
GAPDH Rv Spmol/ul; 0,125ul Taq Polimerase Su/A; agua q.s.p. (feito dentro do
fluxo). Foram colocados 25 pl do “mix” em cada eppendorf acrescidos de 2 pl da
amostra. Os pardmetros da PCR foram: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C; 29 ciclos de 1
minuto a 95°C, 1 minuto a 62°C, 1 minuto a 72°C por; 1 ciclo de 7 minutos a 72°C.

Foram aplicados 10 pl de cada produto amplificado, para serem fracionados
eletroforeticamente em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, em um

total de 6 amostras, sendo duas delas referentes aos controles (negativo e positivo).
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Observamos, na amostra 7 (Figura 1), correspondente ao controle positivo, o
aparecimento de duas bandas amplificadas, uma de aproximadamente 500pb e outra
de aproximadamente 350pb, correspondentes respectivamente ao micoplasma e ao
GAPDH. Ja nas amostras de DNA extraidas das culturas, vemos a amplificagdo de
apenas uma banda correspondente ao GAPDH. Mediante essas observagdes,
concluimos que o resultado do teste de PCR para micoplasma foi negativo para as

duas amostras de linhagens celulares testadas.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1% dos DNAs extraidos dos cultivos das linhagens celulares
(B16-F1 e B16-F10). Foi realizada uma PCR duplex empregando iniciadores para micoplasma e
GAPDH, ¢ como molde, DNAs extraidos de 1X10° células das linhagens B16-F1 e B16-F10. O
produto dessa PCR foi fracionado eletroforeticamente em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio. Canaleta I: Pel 45 digerido com Hind 11l usado como marcador de tamanho. Canaletas 2 e 3:
produto amplificado por PCR a partir do DNA extraido de B16-FI e B16-F10, respectivamente.
Canaletas 4 e 5: produto amplificado por PCR a partir do DNA extraido de B16-FI e B16-F10,
respectivamente, diluidos 1:10. Canaletas 6 e 7: produto amplificado por PCR a partir do DNA

extraido de amostras correspondentes, respectivamente, aos controles negativo e positivo.

Figura 1 - Avaliagdo de contaminagdo por micoplasma das linhagens de melanoma.
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Para a caracteriza¢do das linhagens, foi descongelada uma aliquota contendo
Iml de cada linhagem celular na quantidade de 1x10° células e, cada uma foi
expandida até que atingisse uma confluéncia entre 70 — 90% em uma garrafa grande
(162 cm?). As células foram tripsinisadas e ressuspendidas em 10 ml de meio
apropriado. Foram feitas dilui¢des seriadas (1:10), para obter-se os nimeros de 10°,
10°, 10%, 10° células. Em cada pogo da placa “Lab Tek” foram colocados 0,4 ml de
cada diluicdo (em duplicata). A placa permaneceu por 16 horas a 37°C em estufa
com atmosfera de 5% de CO;; apos esse periodo o meio foi aspirado e cada pogo
lavado duas vezes com PBS. As laminas foram cobertas com PBS e submetidas a
reagdo de imunocitoquimica utilizando os marcadores HMB45 e S100, com o auxilio
de Suely Nonogaki. Entretanto, o emprego deste protocolo acarretou em grandes
areas de descolamento e perda das células.

O experimento foi, entdo, repetido com algumas alteragdes. Para tal, utilizou-
se uma garrafa grande (162 sz) de cada linhagem celular. Os mesmos passos foram
seguidos, com exce¢do da ressuspensdo dos sedimentos, que foi feita em 5 ml de
meio e, dessa vez, antes de plaquear as células as laminas foram incubadas com SFB
por 30 minutos em estufa, nas mesmas condigdes descritas acima (por sugestdo da
pesquisadora Dra. Ana Lepique). As células foram plaqueadas na quantidade de 10°
células, por pogo, em uma placa Lab Tek de oito pogos. O restante do procedimento
seguiu como descrito anteriormente.

Foi realizada a rea¢do de imunocitoquimica com os marcadores especificos
para melanoma, S100 (anticorpo policlonal) e o clone HMB45, ambos fabricados
pela DAKO A/S. O marcador S100, em tecido epitelial, marca melandcitos e células

de Langerhan. Sua marcagao € tanto citoplasmatica quanto nuclear. O HMB45 € um
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marcador especifico para melanossomo. O fabricante recomenda fazer sempre um
painel para S100 em paralelo com o HMB45, pois um resultado negativo para
HMB45 ndo descarta a possibilidade de um melanoma, como é o caso dos
melanomas desmoplasticos. Os controles negativos ficaram apenas sob tratamento
com BSA (Sigma).

Como pode ser observado na Figura 2, as células apresentam um forte padrio

de coloracdo para os marcadores S100 e HMB45, demonstrando que as linhagens

celulares que serdo utilizadas durante o projeto sdo de origem melanocitica.

Legenda: As células B16-F1 (painéis A, B e C) e BI6-F10 (painéis D, E e F) foram cultivados na
densidade 10° por 16 horas em placas Lab Tek de 8 pogos. Apos esse periodo as células foram
lavadas, fixadas e. a imunohistoquimica foi realizada com os marcadores especificos para melanoma,

HMB45 (painéis B e E) e 8100 (C e F). Os painéis A e D sdo controles com BSA. Visualiza¢do no
aumento de 1000X.

Figura 2 — Imunohistoquimica das linhagens B16-F10 e B16-F1 utilizando os
marcadores HMB45 e S100.
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44 EXPANSAO E CONGELAMENTO DAS LINHAGENS CELULARES

DE MELANOMA MURINO

Uma vez verificada a integridade das linhagens celulares B16-F1 e B16-F10,
prosseguiu-se na preparagdo de um estoque congelado na mesma passagem para ser
usado em todo o projeto.

A linhagem celular B16-F1 foi cultivada em meio DMEM (D10),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de L-glutamina. Ja a
linhagem B16-F10 foi cultivada em meio RPMI (R10) suplementado com 10% de
SFB. As células permaneceram, durante sua cultura, em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO,, até atingirem uma confluéncia de 80 a 90%. Neste momento o meio
das células era substituido por um novo e, trés horas apds essa troca as culturas eram
submetidas ao congelamento nos respectivos meios de cultura acrescidos de 40%
SFB e 10% DMSO. Os criotubos contendo as células foram estocados a -70°C por 16
horas e posteriormente transferidos para o nitrogénio liquido (N). Foram estocados
51 criotubos contendo 1x10° células B16-F1 e 15 contendo 2x10° células. Para a
linhagem B16-F10 foram armazenados 39 criotubos contendo 1x10° células e, 07
contendo 2x10° -

Antes de cada procedimento experimental onde se utilizaram as linhagens
celulares acima relatadas, foi seguido o seguinte padrio de descongelamento e
expansdo; as células foram descongeladas no seu respectivo meio de cultura em
garrafa pequena (25 cm® de area) e cultivadas até atingirem uma confluéncia entre 70
— 90%; passaram para uma garrafa média (75 cm® de area) e, depois para 2 garrafas

grandes (162 cm® de 4rea). Ao final, quando atingiram 70 a 90% de confluéncia, o
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meio foi retirado, as células lavadas abundantemente com PBS e tripsinizadas,
utilizando tripsina 0,02%, durante 1 ou 2 minutos; sendo imediatamente
ressuspendidas em seu respectivo meio. Para avaliagdo do numero de c€lulas e da
viabilidade celular, as células foram contadas em cdmara de Neubauer utilizando-se
o método de exclusdo pelo azul de Trypan. S6 foram utilizadas nos experimentos as

preparagdes que apresentarem mais de 90% de viabilidade.

4.5 DETERMINACAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO TUMORAL

DOS CAMUNDONGOS

Os camundongos tiveram os flancos previamente depilados com a ajuda de
um depilador elétrico e tesoura, e as células, em nimero indicado de acordo com
cada experimento, foram injetadas com agulha de 27,5G em volume de 0,2ml no
flanco direito. Em cada dois dias os dois maiores didmetros do tumor foram medidos
e a area calculada. Os animais foram sacrificados quando o tumor atingir medida de
aproximadamente 3cm’” para minimizar o sofrimento.

Para andlise de sobrevida dos animais foi utilizado o teste de Log-Rank e para
a comparacdo entre as curvas a analise foi feita através do teste de Kruskal-Wallis.
Para todos os testes foi estabelecido um erro a=5%, isto é, os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Estas analises foram
conduzidas com o auxilio da Dra Karina Ribeiro do departamento de Registro

Hospitalar do Hospital do Cancer AC Camargo (RHC).
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA

A pele ou tumor presentes na drea de inoculacdo das células tumorais foram
removidos, com os animais ja sacrificados pelo método de anestesia profunda, em
diferentes tempos apés a inoculag@o. Os tumores ou peles que foram empregados na
analise histopatologica, foram imediatamente colocados, para fixagdo, em formol
tamponado. Apds processamento, emblocamento em parafina e coloragdo com
hematoxilina-eosina, foram analisados com a supervisdo do patologista Dr. Gilles
Landman, Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital do Cancer AC
Camargo. Avaliaram-se o0s seguintes pardmetros: porcentagem de infiltrado
inflamatorio, nimero de células tumorais, extensdo de areas necréticas e da 4area
tumoral. A confec¢do das laminas foi realizada por Carlos Ferreira Nascimento e
Severino S. Ferreira, funcionarios do Laboratério de Anatomia Patologica do
Hospital do Cancer A. C. Camargo.

A verificagdo de infiltrado inflamatorio presente em cada ladmina foi realizada
com o auxilio de uma lente com graticulo; cuja grade é numerada de 0 a 100. A
estratégia utilizada foi contar os infiltrados inflamatorios presentes sobre a
intersec¢do das retas. contando-se até 10 campos por lamina. A partir disso, obteve-
se a média dos valores, em porcentagem, dos campos registrados de cada lamina.
Para a contagem do nimero de vasos foi utilizada uma lente com graticulo em linhas,
contando-se apenas 0s vasos presentes sob as retas, foram verificados até 10 campos
por lamina.

No processo de analise fotomicrograficas, foram fotografados até dez campos

representativos de cada lamina (uma lamina por tumor / pele). Para isso utilizou-se
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equipamentos como o fotomicroscdpio Zeiss Axioskop 40, munido de camera digital
Sony Cyber-Shot (3.3 mega pixels), acoplado ao computador Pentium III Fujitsu,
portador software AxioVision versdo 3.1 (Zeiss) para analise das imagens. Os dados
registrados foram os referentes area de necrose. Em seguida calculou-se as médias
dos valores dos campos registrados de cada lamina.

Ja para a andlise do pardmetro area tumoral, foram fotografadas a érea
tumoral total de cada ldmina, num aumento de 1.25x, e escala de 680 x 512, com o
auxilio de microscépio Olympus IX70 acoplado a uma cdmera Olympus DP70 e
através dos programas DPC Controller ¢ DP Mannager da Olympus Optical. Para

analise dessas imagens foi utilizado o programa Image-Pro Plus versdo 4.5.1.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO DO NUMERO DE CELULAS A SEREM
INJETADAS NOS CAMUNDONGOS E CONFIRMACAO DA DOSE IDEAL

PARA INJECAO

Para inducdo experimental do melanoma nos camundongos, as células de
cada linhagem foram injetadas no flanco traseiro direito dos animais, previamente
depilados com o auxilio de uma tesoura cirirgica ¢ um depilador manual. As
quantidades de células escolhidas para teste foram 1x10%, 1x10°, 5x10° e 5x10%. Os
camundongos foram contidos fisicamente e com cuidado, pela base da cauda e pela
pele da nuca contra a grade da tampa de uma gaiola. Em cada animal foi injetada a
quantidade de células estipulada, num volume total de 200 pl em PBS,
subcutdneamente no flanco direito, utilizando seringa de 1ml e agulha de 27.5G.
Foram utilizados 05 animais para cada experimento com quantidades de células
diferentes.

O crescimento tumoral foi monitorado a cada dois dias, utilizando-se um
paquimetro de precisdo (Mitutoyo, Brasil), para medir os dois maiores didmetros do
tumor e a area foi calculada. Os animais foram sacrificados quando os tumores
atingiram tamanho igual ou superior a 3em’. Os dados foram utilizados na
construcdo de curvas de crescimento tumoral versus tempo de crescimento tumoral
utilizando o software GraphPad Prism4. Assim, pudemos analisar quais as duas

melhores quantidades de células que foram confirmadas em novo experimento, com
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as quantidades de células escolhidas. A quantidade ideal de célula a ser escolhida
deveria formar tumor em praticamente 100% dos animais em menor tempo.

A inoculagdo das células de melanoma nos animais WTTg2, nas diferentes
quantidades celulares empregadas, levou ao desenvolvimento de tumores medindo
no maximo 0,5 cm?, em alguns animais, mas a partir, de paroximadamente, dia 10
apo6s inoculagdo, esses animais iniciavam um quadro de regressdo tumoral até que o
nodulo sumisse completamente (Figura 3). Testou-se, entdo, a eficiéncia de uma
quantidade maior de células, 2x10° e 3x10° células/animal (n= 05 para cada
experimento), mas o resultado observado foi semelhante ao das outras doses
aplicadas, como mostra a figura 3C. Alguns desses animais, enquanto restavam um
pequeno ndédulo ou apenas a presenga de mancha na pele, foram sacrificados pelo
método de anestesia profunda e autopsiados (Figuras 3 A e B). A andlise histologica
da regido de inoculag@o, obtida desses animais, mostrou a presenca de macrofagos
contendo melanina em seu interior e total auséncia de células tumorais de melanoma
viaveis.

Os dados obtidos a partir dos experimentos com a linhagem de camundongos
CDI (WTTg2) indicavam que esses camundongos eram resistentes ao
desenvolvimento de tumores decorrentes da inocula¢do das linhagens celulares de
melanoma usadas. Uma vez que, tanto as células B16-F1 como a B16-F10, sdo
linhagens de melanoma murino originadas espontaneamente em camundongos
CS7BL/6J, elas ndo sdo singenéicas a linhagem de camundongos CDI1, portanto, a
incapacidade de originarem tumores nesta outra linhagem de camundongos é
compreensivel. Entretanto, ainda na tentativa de avaliar se a expressdo aumentada de

PTX3, nos animais Tg2, poderia alterar a resposta obtida na linhagem CD1, foram
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feitos experimentos inoculando-se as quantidades de 2X10° e 3X10° células
tumorais/animal (n= 05 para cada experimento), tanto para B16-F1 quanto para B16-
F10. Como pode ser observado na Figura 4, o resultado obtido nos animais Tg2 foi
semelhante aos obtidos com os animais do tipo selvagem. apesar de observarmos em
alguns animais Tg2 tumores de 0,5cm’ em média, metade do tamanho observado nos

animais WTTg2.
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Legenda: Os graficos representam a média e o desvio padréo do crescimento e regressdo dos tumores
experimentalmente induzidos pela inoculagdo subcutanea das células de melanoma murino B16-F1
(painel A) e B16-F10 (painéis B e C) nas diferentes quantidades de células 1x10°, 5x10°, 1x10°, 5x10*
(painéis A e B) e 2x10°e 3x10° (painel C) em animais WTTg2. A quantidade de animais utilizadas em
cada experimento foi igual a 05. As medidas foram tomadas a cada dois dias com auxilio de um
paquimetro manual.

Figura 3 - Curva de crescimento dos tumores induzidos experimentalmente em
animais WTTg2.
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Legenda: Os graficos representam a média e o desvio padrdo do crescimento e regressdo dos tumores

experimentalmente induzidos pela inoculagdo subcutdnea das células de melanoma murino B16-F1
(painel A) e B16-F10 (painel B) nas diferentes quantidades de células 2x10° e 3x10° em animais Tg2

{n=05). As medidas foram tomadas a cada dois dias com auxilio de um paquimetro manual.
Figura 4 - Curva de crescimento dos tumores induzidos experimentalmente em

animais Tg2.

Na Figura 5 sdo mostradas as curvas de crescimento de tumores
experimentalmente induzidos pela inoculagdo de células B16-F10 e BI6-F1 em
camundongos WTKO. Todas as doses foram capazes de induzir tumor nesses
animais, porém a dose I1x10° células/animal (n=10) obedeceu melhor aos critérios
estabelecidos. Nesta dose. todos os animais apresentaram tumor no 8° dia pos-
inoculag@o, enquanto na dose de 5x10° células/animal (n=10), todos os animais

apresentaram tumor no 10° dia.
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Legenda: Os graficos representam a média e o desvio padrdo do crescimento de tumores
experimentalmente induzidos pela inoculagdo subcutdnea das células de melanoma murino B16-F1
(painel A) e B16-F10 (painel B) nas diferentes quantidades de células; 1x10°, 5x10°, 1x10% e 5x10",
em animais WTKO. Nas quantidades de células 1x10°, 5x10° foram utilizados 10 animais para cada
experimento, e nas demais quantidades foram utilizados 05 animais em cada experimento. O
crescimento do tumor foi monitorado a cada dois dias até que o mesmo atingisse aproximadamente
3em?, quando, entdio os animais eram sacrificados. As medidas foram tomadas a cada dois dias com

auxilio de um paquimetro manual.

Figura 5 - Curva de crescimento dos tumores induzidos experimentalmente em

animais WTKO.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO TUMORAL VERSUS TEMPO DOS

ANIMAIS TG X WTTG

Visto que a linhagem celular, B16-F10, utilizada nos experimentos ndo
induziu tumores nos animais de background CDI, resolveu-se utilizar uma outra
linhagem celulas existente no laboratério, denominada B16-F10 Nex2, que ja havia
sido avaliada, caracterizada, padronizada e utilizada em outro projeto do mesmo
grupo, mostrando-se capaz de induzir tumor nos animais da linhagem CDI1. A partir
desse momento, os experimentos com essa nova linhagem celular, foram realizados
em parceria com a Dra Elaine G. Rodrigues, do Departamento de Disciplina Biologia

Celular — UNIFESP.
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Em um primeiro momento, para construcdo da curva de crescimento tumoral,
foram inoculadas 1x10° células da linhagem B16-F10 Nex2 em 05 camundongos
Tg2 e, em 05 camundongos WTTg2 (Figura 6). O protocolo seguido foi o mesmo
que os anteriores. Apesar de que quando observamos o grafico, ele nos sugerira a
existéncia de uma diferenga entre os grupos; a analise estatistica, de acordo com os
parametros anteriormente descritos para indug@o tumoral, demonstrou ndo haver
diferenga estatistica relevante entre os grupos; o que nos levou a supor que a

quantidade de células utilizadas era muito alta.
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Legenda: O grafico representa a média e o desvio padrio do crescimento dos tumores
experimentalmente induzidos pela inoculag@o subcutinea das células de melanoma murino B16-F10
Nex2 nas quantidades de 1x10° células em animais Tg2 e seus respectivos animais controles
(n=05/grupo). O crescimento do tumor foi monitorado a cada dois dias até que o mesmo atingisse
aproximadamente 3cm’, quando, entdo os animais eram sacrificados. As medidas foram tomadas a

cada dois dias com auxilio de um paquimetro manual.

Figura 6 - Curva de crescimento dos tumores induzidos experimentalmente em

animais Tg2 versus WTTg2.

Diante desse resultado, no experimento subseqiiente utilizaram-se 17 animais

Tg2, 15 animais Tg4 (contendo quatro copias extras para o gene PTX3) e, 17 animais
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WTTg. Inoculou-se a quantidade de 5x10° células/animal, e os mesmos foram
monitorados em dias pontuais (18°, 22°, 25°, 29° e 31°). Com o auxilio do paquimetro
de precisdo, mediu-se os dois maiores didmetros do tumor e, com isso obteve-se a
area tumoral. Os animais foram sacrificados quando os tumores atingiram tamanho
aproximado a 3cm’. Foi construido um gréafico, onde podemos notar que os animais
WTTg atingiram a medida méxima mais rapidamente do que os animais trangénicos.
Os dados coletados em cada dia foram analisados estatisticamente, através do teste
de comparagdes multiplas de Tukey HSD, que demonstrou diferenca significante
entre alguns grupos analisados nos dias especificos (Figura 7). Através do teste
Kruskal Wallis verificamos uma diferenca estatisticamente relevante entre os trés
grupos nos dias 22 (p= 0,007), 25 (p= 0,02), 29 (p= 0,019) e 31 (p= 0,011). No dia
18 nenhum dos animais apresentavam tumor. Com base nesse mesmo experimento,
foi feita uma analise para verificar o “Take Rate™ (Figura 8) desses animais, ou seja,
a quantidade de animais que ndo apresentaram tumor até o final do experimento, o
resultado mostrou que cerca de 80% dos animais transgénicos (Tg2 e Tg4) ndo
apresentaram tumor, contra 41% dos animais WTs (p = 0,017 — teste de Q-

quadrado).
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Legenda: Os graficos representam o crescimento tumoral em dias aleatérios, 18°, 22° (grafico A), 25°
(grafico B), 29° (grafico C) e 31° (grafico D), dos animais Tg2 (n=17), Tgd (n=15) e WTTg (n=17)
apos inoculagdo de 5x10° células. O crescimento do tumor foi monitorado a cada dois dias até que o
mesmo atingisse aproximadamente 3cm’, quando, entdo os animais eram sacrificados. As medidas
foram tomadas a cada dois dias com auxilio de um paquimetro manual. O teste de “Kurskal-Wallis”
revelou diferenga estatisticamente relevante entre o grupo WT versus Tg2 nos dias 22°, 25°, 29° e

317, e entre o grupo WT versus Tg4 as diferencas estatisticas foram notadas apenas nos dias 29° e 31°.

Figura 7 - Graficos de crescimento tumoral pontual.
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Legenda: O grafico representa o “Take Rate”, ou seja, a quantidade de animais que ndo apresentaram
tumor até o final do experimento. Os dados dessa analise foram retirados do experimento de dias

pontuais, representado pela figura acima. (p valor de 0,017 — teste Q-quadrado).

Figura 8 - Grafico demonstrando o “Take Rate” entre os grupos.

53 CURVA DE CRESCIMENTO TUMORAL VERSUS TEMPO E

SOBREVIDA DOS ANIMAIS KO X WTKO

Para a realizagdo da curva de crescimento tumoral foram utilizados 08
camundongos KO e 17 camundongos WTKO. Nesses animais foram inoculadas
1x10° células da linhagem B16-F10 por animal, seguindo o mesmo protocolo de
inoculagdo mencionado anteriormente. O crescimento tumoral foi monitorado a cada
dois dias, medindo-se os dois maiores didmetros do tumor e a area foi calculada. Os
animais foram sacrificados quando os tumores atingiram tamanho aproximado a
3em?.

Os dados foram utilizados na constru¢do da curva de crescimento tumoral
versus tempo utilizando o software GraphPad Prism4, como mostra a figura 9. Esses

dados foram analisados estatisticamente com o auxilio da Dra Karina Ribeiro do

departamento de Registro Hospitalar do Hospital do Cancer AC Camargo, e
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demonstraram ndo haver diferenga estatistica relevante entre os grupos. A andlise da
curva de sobrevida desses animais demonstrou ndo ter diferenga estatistica relevante.
Esse resultado revelou que, possivelmente. a quantidade de células injetadas tenha
sido muito alta, podendo mascarar as possiveis diferengas entre os grupos. A partir
disso, resolvemos utilizar uma quantidade menor de células, 1x10° células/animal.
Para tal, foram utilizados 14 camundongos KO e 15 camundongos WTKO. As
analises da curva de crescimento tumoral versus tempo. E as curvas de sobrevida

desses animais, ndo demonstraram diferenca estatistica relevante.

% sobrevida
L2 2885883888

-a="WTKO
- KO

— VAt

B e KC

T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Dias apés inoculacio

LA B e e S S S e S e S s S s |
2 46 81012141618202224262830
Dias apés inoculagdo

“..-,4\0- 1

e = WIKD: 50

.gao- g 7o —~—KO

32-"' ; 60 —— WTKO

o &M & 504

o 15 2 a0

a1

£ 104 #. 2

& 204

E 05 ; 104

001 ¥ - O T T T T T T T T T T
02 46 810121416 18202224 26 28 30 32 34 36 38 40 42 0246 81012141618202224262830323436384042

Dias apds inoculagao Dias apés a inoculagio

Legenda: Os graficos A e C representam a média e o desvio padrdo do crescimento dos tumores
experimentalmente induzidos pela inoculagdo subcutdnea das células de melanoma murino B16-F10
nas diferentes quantidades de células (A-1x10° e C-1x10%) em animais KO e WTKO. O crescimento
do tumor foi monitorado a cada dois dias até que o mesmo atingisse aproximadamente 3cm”. quando,
entdo os animais eram sacrificados. As medidas foram tomadas a cada dois dias com auxilio de um
paquimetro manual. Os graficos B e D representam as curvas de sobrevida referente as doses descritas
para os graficos A e C, respectivamente.

Figura 9 - Curva de crescimento dos tumores e sobrevida dos animais KO versus

WTKO.
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54 INDUCAO DE TUMOR E COLETA DE MATERIAL EM
TEMPOS PRECOCES E TARDIOS APOS A INJECAO DAS CELULAS

TUMORAIS

Os animais Tg2 e seus respectivos WTs foram inoculados com 1X10° células
da linhagem B16-F10 Nex2, enquanto os animais KO e seus respectivos WTs
receberam a mesma quantidade de células da linhagem de melanoma B16-F10,
utilizando o método de inoculagdo ja descrito anteriormente. Essa quantidade de
células foi escolhida porque foi preciso coletar amostras de tecido em 24 horas, um
tempo muito precoce, portanto era mais certeza de que com 1x10° as células ja
estivessem em processo de implantag¢do do que se usassemos a quantidade menor, de
5x10°, que foi a que demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos avaliados.

Para cada linhagem de camundongos, foram utilizados cinco animais para
cada tempo de sacrificio, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 10 dias, totalizando quarenta
animais. Em cada tempo, foram coletados soro e amostras de pele ou tumor, estas
ultimas foram coletadas para a realizacdo de laminas para analise histologica. Logo
apos a coleta as amostras foram fixadas em formol tamponado. Apos processamento,
emblocamento em parafina e colora¢do com hematoxilina-eosina, foram preparados

cortes histoldgicos para analise.



55 ANALISES HISTOLOGICAS DAS LAMINAS DE AMOSTRAS

DE PELE E TUMOR COLETADOS

Essas analises foram feitas com a supervisdo do patologista Dr. Gilles
Landman, Departamento de Anatomia Patoloégica do Hospital do Céancer AC
Camargo.

Para analisar os parametros area de necrose (Figura 10) e niimero de células
tumorais (Figura 12), foram fotografados até dez campos representativos de cada
lamina, num aumento de 400x e, as imagens foram analisadas através do software
AxioVision versdo 3.1, e foi calculada a média por lamina, para cada um dos
parametros. A verificagdo da porcentagem de infiltrados inflamatdrios (Figura 13)
presentes em cada lamina, foi realizada com uso de lente com graticulo (grade
numerada de 0 a 100), num aumento de 1000x; onde foram contadas as células
inflamatorias presentes sobre a intersecgdo das retas. Foram contados até 10 campos
por lamina. Foi calculada a média dos valores, em porcentagem, dos campos
registrados de cada lamina.

Ja para a analise do parametro area tumoral (Figura 11), foram fotografadas a
area tumoral (Figura 14) total de cada ldmina, num aumento de 1,25x escala de 680 x
512, através dos programas DPC Controller e DP Mannager da Olympus Optical.
Para mensurar essas areas foi utilizado o programa Image-Pro Plus versdo 4.5.1.

Os dados referentes a area tumoral, numero de células tumorais, média da
area de necrose, ¢ média da porcentagem de infiltrados inflamatérios por lamina,

foram utilizados para a construgdo dos graficos representados pelas Figuras 10-13



44

feitos através do software GraphPad Prism 4. O teste estatistico utilizado foi o Mann-

Whitney.
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Legenda: O grafico representam a média e o desvio padrio da area de necrose das laminas
histolégicas confeccionadas a partir de amostras de pele ou tumor experimentalmente induzidos pela
inoculagdo subcutinea das células de melanoma murino B16-F10 Nex2 na quantidade de 1x10°
células em animais Tg2 e WTTg2. A analise foi feita com a utilizagdo do programa AxioVision

versdo 3.1, e a analise estatistica foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Figura 10 - Gréfico de drea de necrose em tempos iniciais e tardios.

De acordo com os resultados demonstrados pelos graficos das figuras 10. 11,
12 e 13, referentes ao grupos Tg2 e WTTg2 nota-se uma diferenga estatisticamente
significante somente em 48 horas nos parametros infiltrado inflamatorio (p= 0,015).

area de necrose (p= 0,007) e nimero de células tumorais (p= 0,007).
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Legenda: O grafico representam a média e o desvio padrdo da area tumoral das ldminas histoldgicas
confeccionadas a partir de amostras de pele ou tumor experimentalmente induzidos pela inoculagdo
subcutanea das células de melanoma murino B16-F10 Nex2 na quantidade de 1x10° células em
animais Tg2 e WTTg2. A analise foi feita com a utilizag@o do programa Image-Pro Plus versdo 4.5.1,

e a analise estatistica foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Figura 11 - Grafico de area tumoral em tempos iniciais e tardios.
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Legenda: O grafico representa a média e o desvio padrio do numero de células presentes nas laminas
histolégicas confeccionadas a partir de amostras de pele ou tumor experimentalmente induzidos pela inoculagao
subcutinea das células de melanoma murino B16-F10 Nex2 na quantidade de 1x10° células em animais Tg2 ¢
WTTg2. A contagem foi feita com a utilizagdo do programa Image-Pro Plus versdo 4.5.1. A analise estatistica foi

feita pelo teste de Mann-Whitney.

Figura 12 - Gréfico de nimero de células em tempos iniciais e tardios.
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Legenda: O grafico representa a média e o desvio padrio da porcentagem de infiltrados inflamatorios
presentes nas laminas histoldgicas confeccionadas a partir de amostras de pele ou tumor
experimentalmente induzidos pela inoculagio subcutanea das células de melanoma murino B16-F10
Nex2 na quantidade de 1x10° células em animais Tg2 e WTTg2. A contagem foi feita com a
utilizagdo de uma lente com graticulo, contando-se até 10 campos de cada ldmina. A analise estatistica
foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Figura 13 - Grafico de infiltrados inflamatorios em tempos iniciais e tardios.

Legenda: As fotos representam laminas confeccionadas a partir de amostras de pele ou tumor

experimentalmente induzidos pela inoculagdo subcutinea das células de melanoma murino B16-F10
Nex2 na quantidade de 1x10° células em animais Tg2 (A e C) e WTTg2 (B e D), em tempo inicial de
24 horas (A e B) e tardio de 10 dias (C e D). Verificamos a area total de tumor presente em cada
lamina.

Figura 14 - Laminas de H.E. de amostras de tumor em tempo inicial e tardio.
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6 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento do presente trabalho utilizamos duas linhagens de
melanoma murino, B16-F1 e B16-F10. Por néo apresentarem diferencas no que diz
respeito ao desenvolvimento tumoral, em nenhuma das linhagens de camundongos,
escolhemos continuar apenas com a linhagem B16-F10. A partir disso, realizamos
experimentos com intuito de padronizar a quantidade ideal de células a ser utilizada
para os experimentos de crescimento tumoral. Estipulamos um critério de escolha
(como relatado anteriormente no item 4.3), segundo o qual, a quantidade de células
seria de 1x10° para a linhagem B16-F10 nos camundongos do tipo selvagem.
Contudo, ao realizarmos a inoculacdo da referida quantidade de células nos animais
WTTg2, os resultados revelaram que esses camundongos eram resistentes ao
desenvolvimento dos tumores decorrentes da inoculagdo das linhagens celulares de
melanoma usadas. Uma vez que, tanto as células B16-F1 como a B16-F10, sao
linhagens de melanoma murino originadas espontineamente em camundongos
C57BL/6J (inbred), elas ndo sdo singenéicas a linhagem CD1 (outbred, originados a
partir de camundongos Swiss), demonstrando assim, incapacidade de originarem
tumores que progridam nesta outra linhagem de camundongos. Camundongos
utilizados como modelo tumoral, podem apresentar regressdes espontaneas ou falha
na progressdao do tumor, sugerindo uma incompatibilidade tumor-hospedeiro, que
acaba dificultando o uso de camundongos dessa linhagem como modelo tumoral

(CORBETT et al. 2002). E sabido que a incompatibilidade tecido-hospedeiro pode

ser explicada pela diferenca alélica de MHC entre ragas diferentes de camundongos
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(ABBAS et al. 2003). Os camundongos C57BL/6J apresentam MCH H-2b, e os
CDI possuem MHC diferente, ja que sdo originados dos camundongos Swiss e, estes
possuem MHC H-2k, o que pode ter contribuido para que ocorra uma
incompatibilidade tumor-hospedeiro. Prévios estudos realizados em nosso
laboratério revelaram que uma outra linhagem de melanoma murino denominada
pelo laboratério como B16-F10 Nex2 se mostrava capaz de induzir tumor nesse
grupo de animais (background CD1). Linhagens celulares que sdo mantidas em
cultura por longo periodo, submetidas a muitas passagens, podem apresentar perda
ou ganho da expressdo de algumas moléculas (LANGDON 2004). tornando-as mais
ou menos agressivas quando utilizadas em experimentos in vivo. Por esses motivos
essa sub-linhagem, Nex2, pode conseguir driblar a incompatibilidade tumor-
hospedeiro, desenvolvendo-se em camundongos CDI. Resolvemos, entdo, utilizar
essa linhagem em nosso projeto, solucionando assim a problematica de implantag@o
de tumores nos camundongos do grupo dos transgénicos.

Estipuladas as linhagens celulares ideais para cada grupo, B16-F10 para os
camundongos do grupo dos nocautes e B16-F10 Nex2 para os camundongos do
grupo dos transgénicos, ambos na concentra¢do de 1x10° por animal inoculados no
tecido subcutaneo, demos seguimento aos experimentos.

Os resultados obtidos na comparag¢do do crescimento tumoral dos animais
Tg2 em compara¢do com seus respectivos selvagens (WTTg), demonstraram que na
quantidade de células estipuladas, lxlO(’, ndo observamos diferenc¢as estatisticamente
significativas no crescimento dos tumores.

Diante desses resultados, decidimos observar se ao diminuir a quantidade de

células inoculadas nesses mesmos grupos de animais, essa diferenga estatistica de
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crescimento tumoral entre os grupos poderia ser observada. Testamos, entdo, a
quantidade de 5x10° células, cuja diferenca estatistica entre os grupos demonstrou
significdncia no experimento de dias pontuais. No dia 22° os animais WTTg2
apresentaram uma média de area tumoral de 0,24 cm’ enquanto os Tg2 apresentaram
uma média de aproximadamente 0,03 cm’ (p= 0,007), no dia 25° os animais WTTg2
apresentaram uma média de area tumoral de 0,60 cm’ enquanto os Tg2 apresentaram
uma média de aproximadamente 0,07 cm’ (p= 0,02), no dia 29° os animais WTTg2
apresentaram uma média de area tumoral de 1,25 cm’ enquanto os Tg2 apresentaram
uma média de aproximadamente 0,10 cm’ (p= 0,019) e no dia 31° os animais WTTg2
apresentaram uma média de area tumoral de 2,0 em’ enquanto os Tg2 apresentaram
uma média de aproximadamente 0,20 cm® (p= 0,011). No dia 18 nenhum dos animais
apresentavam tumor. Além disso, os animais WTTg apresentou um maior “Take
Rate”, ou seja, maior nimero de animais que apresentaram tumor (59%), contra
aproximadamente 20% dos animais transgénicos (Tg2 e Tg4) com tumor (p= 0.017).
Analisando os resultados do experimento de dias pontuais em conjunto, podemos
sugerir que 0s animais que possuem uma super-expressdo de PTX3, apresentam nao
s6 um crescimento tumoral mais retardado, mas também uma maior dificuldade de
implantac¢do desse tumor.

Para o entendimento dos possiveis mecanismos envolvidos na implantacio,
crescimento e progressdo tumoral realizamos a andlise histologica dos tumores
provenientes de inoculacdo de 1x10° células B16-F10 nos animais WTTg e Tg2. Ao
analisarmos as ldminas quanto a darea tumoral, ndo verificamos existéncia de
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos em nenhum dos tempo

analisados (24 e 48 horas, e 10 dias), sendo que em 10 dias os animais Tg2
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apresentaram uma area tumoral um pouco maior em relagdo aos seus controles. A
inexisténcia de diferenga entre os grupos pode ser explicada pelo fato dos tempos
analisados serem muito precoces, afinal s6 conseguimos ver tumor mensuravel a
partir do 4° dia ap6s inoculagdo de 1x10° células e sé detectamos diferenga estatistica
significativa a partir do 22° dia ap6s inoculagio de 5x10° células. Com relagio ao
infiltrado de células inflamatérias na massa tumoral evidencia-se diferenca
significante apenas no tempo de 48 horas, com menor quantidade de células nos
animais Tg2 do que nos WTTg (p= 0,015). Porém, os resultados obtidos nos outros
tempos sugerem que enquanto nos animais WTTg o perfil de células infiltrantes
dimunui com o tempo, no grupo Tg2 ocorre o inverso, ou seja, o aumento do
infiltrado inflamatdrio durante os mesmos periodos observados. Tumores solidos
freqlientemente apresentam células inflamatorias infiltrantes (MANTOVANI et al.
1992). Desta maneira, niveis elevados de leucocitos infiltrantes dentro de tumores
primarios sdo sinais de bom prognostico (MASSI et al. 1999). Em contrapartida, a
presenca dessas células tém sido correlacionado com a produgdo de citocinas e
fatores de crescimento, que podem promover um favordvel microambiente para a
progressdo neoplasica (ROLLINS 1997; NAGTEGAAL et al. 2001; LIN et al. 2001;
POLLARD 2004). E consenso na literatura que o processo inflamatério cronico
propicia o desenvolvimento de tumores, pois em meados do século XIX, Rudolf
Virchow pela primeira vez hipotetizou que a origem de neoplasias ocorreria em sitios
de inflamagdo cronica. baseado na observacdo que alguns agentes irritantes,
juntamente com injuria tecidual e conseqiiente inflamacdo, aumentava a proliferag¢@o
celular (COUSSENS e WERB 2002). Além disso, alguns estudos mostram que um

processo inflamatdrio agudo pode favorecer a progressdo tumoral de melanoma, a
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partir de uma inje¢do de um elevado numero de células apoptéticas em conjunto com
uma pequena quantidade de células tumorais (CORREA et al. 2005). Isso corrobora
os resultados encontrados, pois a porcentagem de células infiltrantes nos
camundongos WTTgs é mais intenso nas primeiras horas, revelando um processo de
inflamag¢do aguda que diminui com o tempo. A presenca de células do sistema
imune, principalmente fagocitos como neutréfilos, macréfagos e em alguns casos
eosinéfilos, suporta a observacdo da inflamagdo. Neutr6filos s@o as primeiras células
recrutadas para o sitio de inflamagdo aguda, atuando na fagocitose de células mortas
ou agentes infecciosos presentes na regido (COUSSENS e WERB 2002). Além
disso, secretam moléculas que favorecem o aumento e/ou a manuten¢@o do processo
inflamatorio. No processo de iniciagdo e promoc¢do da carcinogénese, o papel dessas
células continua incerto, embora elas estejam presentes em pequeno numero em
alguns tumores, podendo tanto favorecer a resposta do hospedeiro ao tumor, como
favorecer o crescimento e a progressdo tumoral, por exemplo, produzindo uma fonte
abundante de fatores angiogé€nicos, como IL-8, VEGF e metaloproteinases
(CORREA et al. 2005). Monocitos, que se diferenciam em macréfagos dentro dos
tecidos, sdo as proximas células a migrar para o sitio de injuria, guiados por
moléculas quimioatraentes, fagocitando células mortas, agentes infecciosos e quando
ativados, produzem sdo a principal fonte de citocinas e fatores de crescimento
(COUSSENS e¢ WERB 2002). A presen¢a de macrofagos associados ao tumor
(TAMs) esta relacionada com um duplo papel na progressdo tumoral, pois pode atuar
eliminado células neoplésicas, quando ativadas por interferon e IL-12, podem
também produzir potentes fatores angiogénicos, citocinas e proteases que favorecem

a progressdo do tumor (COUSSENS e WERB 2002) mas o aumento do nimero
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dessas células esta também relacionado com um pior progndstico em alguns tumores
(SICA et al. 2006). A ativagdo dessas células para esse perfil acontece pela
fagocitose de células em apoptose e pela presenca certas de moléculas, como por
exemplo TGFp. Dentre os fatores de crescimento produzidos pelos TAMs temos o
FGFs e EGF que promovem o aumento do nimero de células, a angiogénese, a
capacidade invasiva e metastatica das células tumorais. Além disso, é evidenciado
um acumulo dessas células em areas de hipéxia e producdo de diversas moléculas
promovendo a angiogénese (LEWIS e MURDOCK 2005). Diante desses aspectos, a
menor concentragdo do infiltrado inflamatério nos animais Tg2 nas primeiras horas
apos a inoculagdo pode, diferentemente dos animais do tipo selvagem, ndo
proporcionar a produ¢do de moléculas e a “limpeza” desse microambiente,
dificultando a progressdo tumoral. De acordo com Dias 2001, no plasma dos animais
Tg2 (7.16 ng/ml) existe um nivel basal maior da citocina imunoregutadora IL-10 em
comparagdo com os seus controles (0.18 ng/ml). IL-10 é uma importante citocina
imunoregulatéria produzida por diversos tipos celulares. Sua principal fungdo
biologica é limitar e ajudar na resolugdo do processo inflamatério e também da
regulagdo da diferencia¢do e diferencia¢do de varias células do sistema imune
(ASADULLAH et al. 2003). Essa citocina atua de forma indireta no sistema imune,
inibindo a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 GM-CSF e TNF)
pelas células T helper, monocitos/macrofagos e células polimorfonucleadas (ZHENG
et al. 1996). A inibigdo da secregdo de IL-8 resulta na diminui¢do da quimioatragdo
de leucdcitos para o ambiente tumoral onde existe um processo inflamatério. Além
disso, a produgdo de PTX3 nos animais Tg2 fica prejudicada pelo fato dessa citocina

inibir a secregdo de IL-10 e TNF, que sdo responsaveis pelo estimulo que leva a
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produgdo de PTX3. Os resultados mostram que durante os tempos analisados, o
crescente aumento do infiltrado inflamatério no ambiente tumoral pode estar
relacionado a uma possivel mudanca no perfil de citocinas, com o aumento de
citocinas pro-inflamatérias, favorecendo uma maior quimioatragdo bem como a
produgido de PTX3.

Na andlise das curvas de crescimento tumoral para o grupo de camundongos
deficientes para o gene PTX3 e seus respectivos controles, observamos ndo haver
diferenca estatistica quanto ao crescimento tumoral. Isso pode ser explicado pelo fato
de que 1x10° é uma grande quantidade de células inoculadas, dificultando a obtengéo
de uma possivel diferenca entre esses grupos. Diante disso, utilizou-se uma nova
concentragio de células, 1X10°, na tentativa de encontrar diferenca no crescimento
tumoral entre os grupos de animais. Porém, mesmo com essa nova estratégia, os
resultados demonstraram que independentemente da quantidade de células utilizada,
ndo foi observada diferenga no crescimento tumoral entre esses animais, sugerindo
que a expressdo basal ou a falta de expressdo da proteina PTX3 ndo causa impacto
biologico significativo que influencie o crescimento tumoral do melanoma. A analise
histolégica da quantidade de células infiltrantes na massa tumoral nos tempos de 24,
48, 72 horas e 10 dias, bem como a quantidade de vasos encontrados (dado ndo
apresentado), na mesma regido € nos mesmos tempos, mostra que ndo ocorre
diferenga entre os grupos, fato que corrobora com os resultados de crescimento
tumoral.

A expressdo de PTX3 esta relacionada ao desenvolvimento de um processo
inflamatério, pois 0 aumento dessa molécula evidencia o aumento da inflamacao. Ela

¢ produzida localmente em sitios inflamatérios sob o controle de sinais pro-
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inflamatorios. As principais células produtoras dessa proteina sdo as células
endoteliais ou fibroblastos, e células de linhagens monociticas (ALLES et al. 1994;
GOODMAN et al. 1996). Outro aspecto relatado a uma possivel fun¢do do PTX3 ¢
sua ligacdo a células em apoptose, favorecendo o reconhecimento e a eliminagdo
dessas cé€lulas mortas pelos fagocitos (ROVERE et al. 2000). Um processo intenso
de inflamagdo pode promover a indugdo de apoptose em uma grande quantidade de
células, pois estipula-se que a apoptose ndo gera inflamagdo, em parte, devido a
produg@o de citocinas supressoras, como por exemplo IL-10 e TGF-f, por células
fagociticas (OGASAWARA et al. 1993; HEASMAN et al. 2003). Contudo, células
:apoptoticas podem promover uma resposta inflamatéria dependendo de como a
apoptose foi iniciada, em quais tipos celulares estd ocorrendo e da presenca ou nao
de co-fatores (FREIRE-DE-LIMA et al. 2000; RESTIFO 2001; MISAWA et al.
2001; LORIMORE et al. 2001). A existéncia de um intenso processo de apoptose em
um Orgdo fisiologicamente ndo preparado para esse evento, pode falhar na
eliminacdo das células apoptoticas com conseqiiente necrose, e inicio de uma
resposta inflamatéria (OGASAWARA et al. 1993; HEASMAN et al. 2003). De
acordo com os resultados obtidos, nos animais WTTg2 a presenca de necrose é maior
do que nos animais transgénicos (p= 0,007), especialmente em 48 horas. Esses dados
sugerem que a expressdo aumentada de PTX3 pode favorecer o reconhecimento ¢ a
elimina¢do de muitas células mortas, tanto tumorais como infiltrantes, pelo fato da
PTX3 atuar como opsonina (DINIZ et al. 2004). Como discutido anteriormente, a
menor porcentagem de infiltrado inflamatorio e uma menor producédo de PTX3 nos

animais Tg2, pela acdo da IL-10, nos tempos iniciais juntamente com a evolugdo
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gradativa do processo inflamatério, sugere uma relagdo com os dados observados nas
areas de necrose no ambiente tumoral.

A angiogénese € o processo de formag@o de novos vasos a partir de outros
pré-existentes, tendo um papel importante em diversas condigdes fisiologicas e
patoldgicas (incluindo o desenvolvimento embrionario, a cicatrizagdo, a inflamacéo e
o crescimento tumoral) (CARMELIET e JAIN 2000). Numerosos indutores
angiogénicos foram identificados incluindo os membros da familia do VEGF,
angiopoetinas, TGF-a e TGF-B, PDGF, TNF, interleucinas, quimiocinas e membros
da familia do FGF (PRESTA et al. 2005). O FGF-2 é o mais importante fator de
crescimento autocrino em melanoma (NORRBY 2000). Estudos mostram que a
interag@o de PTX3 com FGF-2, em células endoteliais, inibe a prolifera¢do celular,
bem como a angiogénese em membrana coreo alantdéide embrionaria (RUSNATI et
al. 2004). Os resultados obtidos na contagem dos vasos, marcados com anti-CD34
(dados ndo apresentados) existentes no tumor, ndo apresentaram diferenc¢a
estatisticamente significante tanto entre o grupo dos animais Tg2 versus WTTg2,
quanto no grupo dos animais KO versus WTKO. Apesar da elevada concentrag@o
sérica de PTX3 nos animais WTTg2 nas primeiras horas apds a inoculagdo das
células tumorais, o processo de angiogénese ndo foi alterado pela interagdo PTX3 /
FGF-2, com desenvolvimento progressivo do tumor. Nos animais Tg2 o aumento
progressivo de PTX3 sérico também nio alterou o processo de angiogénese. A
analise imunohistoquimica para FGF-2 ndo mostrou diferen¢a na expressio desse
fator de crescimento entre os grupos Tg2 versus WTTg2 em amostras de tumores
coletados 10 dias apds a inocula¢do das células tumorais. Uma possivel explicag¢do

para a ndo diferenca encontrada é que ao invés do PTX3 agir somente na inibi¢ao da
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acdo do FGF-2 sobre a célula tumoral, esta molécula estaria favorecendo o processo
inflamatorio e promovendo a eliminagdo das células em apoptose, como ja discutido
acima. Além disso, como mencionado acima, outras moléculas tem funcdo
angiogénicas e podem ter sido produzidas em substitui¢do ao FGF-2.

Os resultados obtidos na contagem de células tumorais revelaram que em 24
horas a quantidade de células de melanoma era maior nos animais Tg2, especulando-
se que esse fato ¢ devido a existéncia de uma menor quantidade de células
infiltrantes. Nos animais WTTg, onde a presen¢a de células inflamatorias foi maior,
notamos haver uma menor quantidade de células tumorais. Em 48 (p= 0,007) e 72
horas observa-se um aumento do numero de células tumorais com diminui¢do do
infiltrado inflamatério nos animais WTTg. J& nos animais Tg2 em 48 e 72 horas,
gragas ao aumento do infiltrado inflamatorio no microambiente tumoral, o nimero de
células tumorais diminui. Isso mostra que, possivelmente, exista uma correlagéo
inversa entre a presen¢a do infiltrado inflamatério e nimero de células tumorais nas

areas analisadas.
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CONCLUSOES

As linhagens de melanoma B16F-10 Nex2 em camundongos transgénicos e
seus respectivos controles, promoveram menor crescimento tumoral e uma
maior dificuldade de implantacdo desse tumor nos camundongos
transgénicos.

Os resultados observados nos camundongos nocautes e seus respectivos
controles, sugerem que a expressdo basal ou a falta de PTX3 ndo causa
impacto bioldgico significativo que influencie no crescimento de tumores de
melanoma.

Notamos uma menor concentragdo de células inflamatérias nos animais
transgénicos em 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo das células de
melanoma, e maior concentra¢do dessas células nos animais transgénicos.

Os animais WTTg2 apresentaram maior 4rea de necrose em comparag¢do com
os Tg2, especialmente em 48 horas, sugerindo que a expressido aumentada de
PTX3 pode favorecer o reconhecimento e a elimina¢do de células em
processo de morte, tanto as tumorais quanto as inflamatorias, devido essa
proteina atuar como opsonina.

Notamos um aumento do numero de células tumorais em 48 e 72 horas nos
animais WTTg2. Ao analisarmos esse dado em conjunto com a andlise de
infiltrado inflamatdrio, notamos a existéncia de uma correlagéo inversa entre

a presenca de células inflamatdrias e o numero de células tumorais.
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