CRISTINA MARIA DE SOUZA

EFEITOS DA PROTEINA RECOMBINANTE Kint3-4 DO PLASMINOGENIO
HUMANO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR DE EHRLICH

Belo Horizonte

Fevereiro de 2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA DA UFMG
FACULDADE DE MEDICINA

DISSERTACAO DE MESTRADO

EFEITOS DA PROTEINA RECOMBINANTE Kint3-4 DO PLASMINOGENIO
HUMANO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR DE EHRLICH

Belo Horizonte

Fevereiro de 2009

III



CRISTINA MARIA DE SOUZA

EFEITOS DA PROTEINA RECOMBINANTE Kint3-4 DO PLASMINOGENIO
HUMANO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR DE EHRLICH

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Patologia da Universidade Federal
de Minas Gerais, como parte dos requisitos para a
obtencao do grau de Mestre em Patologia.

Area de Concentracio: Patologia Geral

Orientador: Prof. Geovanni Dantas Cassali

Co-Orientador: Prof. Jorge Luiz Pesquero

Belo Horizonte

2009

v



uf g

LPC

Este trabalho foi realizado no Laboratoério de Patologia Comparada e Laboratoério
de Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, com apoio financeiro do

CNPq, FAPEMIG e CAPES.



DEDICATORIA

A minha familia:

Pai, Mae, Marcelo e Simone, companheiros de todos os momentos.

Ao meu amor:

Janio, que durante este tempo sempre foi presente e compreensivo.

Ao meu grande amigo:

Enio Ferreira, que sempre acreditou em mim.

VI



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar o meu caminho e por estar tdo perto em todos os momentos da

vida.

Aos meus pais, pelo amor que tanto me conforta...

Ao Janio, pelo carinho, incentivo e paciéncia.

Ao professor Geovanni, pela oportunidade, confianga e pelos ensinamentos valiosos que

me acompanhardo durante toda a vida...

Ao professor Jorge Pesquero pela atencao, sugestdes e colaboragdo nos experimentos.

A professora Monica Ferreira pela amizade, experiéncia e ajuda sempre que solicitada.

Ao Enio... meu primeiro professor de Patologia. Amigo e companheiro... Obrigada por

tudo!

Aos professores do Departamento de Patologia Geral pelos ensinamentos e convivio.

Aos colegas do Laboratério de Patologia Comparada que participaram comigo de todos

os momentos durante este trabalho.

Aos amigos que sempre torceram pela realizacdo deste trabalho.

A CAPES, CNPQ e FAPEMIG pelo apoio financeiro.

VI



Sumario

Pag
L. = INEFOAUGAOD vttt e et e e et e e etae e e e e taae e etaeeeeeraeeenes 15
1.1 - Proteina Recombinante Kint3-4 do Plasminogénio Humano...............c..ccocue... 15
1.2 - Angiogénese e desenvolvimento tumoral............ccccoecverienienienienie e 17
1.3 - Tumor EXperimental............cccovieiiieiiieniieiieieeiieeece e 19
Li4 — HIPOLESC...eevieniieiieciieiie ettt ettt et ettt ettt et e st esraeenbeenbesnseenseensesnnesnseannes 20
2. — ODJELIVOS uvieviieiiiiiitietteeteeteeteeteetreebeebeesbeesbeesbeeteestsessseesseessesssesssesssesssesssesssenseens 21
3. — Material € MEtOOS ......cocuiriiriiiiiiiniieieitctet s 22

3.1 - Construgdo génica, expressao e purificagdo da Proteina Recombinante Kint3-

4 do Plasminog€nio HUMANO...........cceevieriiiiiieriiiieeiecct e 2
3.2 = ANIMAIS. ...ttt 23
3.3 - Tumor Experimental de Ehrlich...........ccccccooviiiiiiiiiiiiece e 24
3.3.1 - Preparo e inoculagdo das células tumorais.........c..ccoceveevenenenieneneneeiennn 24
3.3.2 — Acompanhamento do crescimento tumoral...........cccceecieverenieniniencnienenens 26
3.4 — Estudo histopatolO@ICO.......ccvviierieiiiiiiie e ettt e eve et e seaeeeveeresareeeveenes 26
3.5 — Estudo imuno-hiStoOqUIMICO.........eiueriierieiieiieiieie ettt 27
4= RESUILAAOS ...ttt 28
4.1 - Consumo de agua, racao e acompanhamento do peso dos animais................... 28
4.2 - Crescimento do tumor de Ehrlich sOlido.........ccccevviiiiiniiiiiiiicceeee, 30
4.3 - Histomorfometria do tumor de Ehrlich $61ido..........ccccoviiiiiiiiiiii 33
4.4 — Avaliaga0 iMUNO-hiStOQUIMICA. ......ccourrireiereieiierie ettt 35
4.5 — Metastase do tumor de Ehrlich sOlido........cooeiiiiiieiiiiieeeeee 38
5. — DISCUSSAO c.uvieuieeiiesiieie ettt et e st et et e bt e bt ete e s bt e atesseeeneeenbeenteenbeenbeenseenseenseenteeneenneas 41
6. — CONCIUSAO. ...ttt ettt st neene e 45
7. = REETENCIAS ....oviiiiiieiieieee ettt 46
B ANICXOS. ¢ttt ettt ettt h e et b e bt et 52

VIII



Lista de Tabelas e Graficos

Tabela 1.: Média e desvio padrao do consumo individual de 4gua durante o periodo
de crescimento tumoral nos trés periodos experimentais............ceceeeveeereereereereeneenenees
Tabela 2.: Média e desvio padrao do consumo individual de rag@o durante o periodo
de crescimento tumoral nos trés periodos experimentais............eceeeveeereerereeenreecnesnenees
Tabela 3.: Média e desvio padrao do peso dos animais entre o inicio e o fim do
periodo experimental, nos trés periodos eXperimentais..........c.ceeeereereerieeieieneneeieeennen
Tabela 4.: Protocolo 1 (0-4° dia): média e desvio padrdo das medidas do crescimento
(mm) da pata com o tumor de Ehrlich so6lido antes da inoculag@o tumoral (dia 0) ao dia
do sacrificio dos animais (dia 06) nos dois grupos estudados...........ccvvveerreeieeienienneans
Grafico 1.: Protocolo 1 (0-4° dia): curva de crescimento (mm) da pata com tumor de
Ehrlich sélido antes da inoculagdo tumoral (dia 0) ao dia do sacrificio dos animais (dia
6) nos dois grupos estudados (F=P<0,05)....ccecvriiriiiieiiiiieieere e
Tabela 5.: Protocolo 2 (0-10° dia): média e desvio padrdo das medidas do crescimento
(mm) da pata com o tumor de Ehrlich s6lido antes da inoculagdo tumoral (dia 0) ao dia
do sacrificio dos animais (dia 12) nos dois grupos estudados...........cccevverieereeienrenneans
Grafico 2: Protocolo 2 (0-10° dia): curva de crescimento (mm) da pata com tumor de
Ehrlich sélido antes da inoculagdo tumoral (dia 0) ao dia do sacrificio dos animais (dia

12) nos diferentes grupos estudados (F*=p<0,05).....c..cocerueririerininieienenineeeeeeeeene
Tabela 6.: Protocolo 3 (12-16° dia): média e desvio padrio das medidas do

crescimento (mm) da pata com o tumor de Ehrlich solido antes da inocula¢do tumoral

(dia 0) ao dia do sacrificio dos animais (dia 18) nos dois grupos estudados....................

Grafico 3: Protocolo 3 (12-16° dia): curva de crescimento (mm) da pata com tumor de
Ehrlich sélido antes da inoculagdo tumoral (dia 0) ao dia do sacrificio dos animais (dia

18) n0s dois Zrupos ESTUAAAOS. .....vieiiririiiiiieeie ettt et e e eerestae b e ereesebessbesreesseens

Tabela 7.: Protocolo 1: média e desvio padrao das variaveis morfométricas do tumor

de Ehrlich s6lido nos dois grupos estudados..........ceevvveiieiieriienieeni e

Tabela 8.: Protocolo 2: média e desvio padrao das variaveis morfométricas do tumor
de Ehrlich s6lido nos dois grupos estudados.........cceeviireerienieeieeieneee e
Tabela 9.: Protocolo 3: média e desvio padrao das variaveis morfométricas do tumor

de Ehrlich s6lido nos dois grupos estudados..........ccvevviriierieiiesieeienieeee e e eve e

Pag

30

30

31

31

32

32

34

34

IX



Tabela 10.: Média e desvio padrao do numero de células positivas para o anticorpo

CDC47 em 500 células contadas, nos trés protocolos experimentais............cceervverevennenne

Tabela 11.: Média e desvio padrdo da densidade de microvasos expressa pelo

marcador CD31 nos trés protocolos eXperimentais..........ceceveerveerreerreerreeseerveesseesseesnenenss
Tabela 12.: Protocolo 1: freqiiéncia relativa de metastases do tumor de Ehrlich so6lido
nos orgaos toracicos e abdominais e nos linfonodos popliteos esquerdo e inguinais nos

diferentes grupos eStUAAOS. .......eerviiiiiriieierieeeiee ettt

Tabela 13.: Protocolo 2: freqiiéncia relativa de metastases do tumor de Ehrlich solido
nos orgaos toracicos e abdominais e nos linfonodos popliteo esquerdo e inguinais nos
diferentes grupos eStUAAOS. .......eevvieiiiriieriierieeeee ettt
Tabela 14.: Protocolo 3: freqiiéncia relativa de metastases do tumor de Ehrlich so6lido
nos orgaos toracicos e abdominais e nos linfonodos popliteo esquerdo e inguinais nos

diferentes grupos eStUAAOS. .......eeruierieriieierieieeee ettt

38

38

39

39



Lista de Figuras

Figura 1. Estrutura proposta para o plasminogénio apresentando as regides
denOMINAAAS KFINGIES.......ccvvicreeciieiiie et ettt ettt et ste e be e veesaeesbeebeesveeraeseeas
Figura 2. Camundongo fémea, tumor de Ehrlich solido. Reac¢ao de imuno-histoquimica
para a proteina CDC47/MCM-7 revelada ao DAB, 400x. 2a) Protocolo 1 (0-4° dia)
animal controle; 2b) Protocolo 1, animal tratado; 2¢) Protocolo 2 (0-10° dia) animal
controle; 2d) Protocolo 2, animal tratado; 2e) Protocolo 3 (12-16° dia) animal controle;
2f) Protocolo 3, animal tratado. Imuno-marcagao nuclear, onde pode ser observado uma
menor porcentagem de células positivas em ambos 0s grupos tratados............c.cceeeueeee.
Figura 3. Camundongo fémea, tumor de Ehrlich s6lido. Reagdo de imuno-histoquimica
para a proteina CD31/ TLD-3A12 revelada ao DAB, 400x. 3a) Protocolo 1(0-4° dia)
animal controle; 3b) Protocolo 1, animal tratado; 3¢) Protocolo 2 (0-10° dia) animal
controle; 3d) Protocolo 2, animal tratado; 3¢) Protocolo 3 (12-16° dia) animal controle;
3f) Protocolo 3, animal tratado. Imuno-marcacdo citoplasmatica, onde pode ser
observado uma menor porcentagem de células positivas em ambos os grupos

ELALAAOS .ttt ——aaaaaaaaans

Figura 4. Camundongo fémea, linfonodo popliteo esquerdo, HE. Protocolo 1(0-4° dia),
animal tratado 4a) 200x e 4b) 600x; Protocolo 2 (0-10° dia), animal tratado, 4c) 200x e
4d)600x ; Protocolo 3 (12-16° dia), animal tratado, 4¢) 200x e 4f)600x. Formacdes de
agrupamentos solidos de células neoplasicas infiltradas na regido subcapsular e

formando grandes massas no interior do tecido linfoide...........cocceveerieniiniininnieeee,

Pag

16

36

37

X1



Lista de Anexos

Pag
Anexo 1: Resultado da analise bromatologica da ra¢ao comercial, segundo o fabricante,

consumida pelos camundongos fémeas durante o periodo experimental..............cccceeeveerieenenns 52

Anexo 2:. Composi¢do mineral e vitaminica por quilo da racdo comercial, segundo o

fabricante, consumida pelos camundongos fémeas durante o periodo experimental..... 52
Anexo 3: Artigo completo submetido a publiCagao.........ccvevveeiieieriiiieeieeie e 53
Anexo 4: Producdes cientificas relacionada a disSertagdo...........c..coceeeeveecuereeneeenennnne. 68
Anexo 5: Produgdes cientificas ndo relacionada a dissertacao..........c..cccevververveneeennen. 69

Lista de Abreviaturas

FGF: fator de crescimento de fibroblasto

VEGEF: fator de crescimento endoteial vascular
PDGEF: fator de crescimento derivado de fibroblasto
HGF: fator de crescimento de hepatocitos

IGF-1: fator de crescimento insulina-simile
TGF-B: fator de crescimento de transformacao beta
IL-8: interleucina oito

TGF-a: fator de crescimento de transformacao alfa
IL-4: interleucina quatro

PF-4: fator ativador de plaquetas quatro

DAB: diaminobenzidina

HE: hematoxilina e eosina

ITHQ: imuno-histoquimica

MVC: contagem microvascular

MEC: matriz extracelular

XII



RESUMO

A Proteina Kint 3-4, originaria de uma recombinagdo genética do segmento K1-3 e K1-
4 do plasminogénio humano, ¢ reconhecida por sua potencialidade antiangiogénica e
anti-inflamatdria.O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da Proteina
Kint3-4 no  desenvolvimento neopldsico em camundongos Swiss previamente
inoculados com células neoplasicas do tumor de Ehrlich. Foram avaliadas trés diferentes
modalidades de tratamento, no inicio, na progressdo e apos a estabilizacdo do
crescimento do tumor. Foram avaliados o crescimento tumoral, suas caracteristicas
histomorfologicas e imuno-histoquimicas para CDC47 (marcador de proliferacao
celular) e CD31 (marcador de vasos sanguineos). Os animais tratados com a proteina
Kint3-4, no inicio e durante a progressdo neoplésica, apresentaram menor crescimento
tumoral, com menores areas de inflamagdo e neoplasia na avaliacdo histologica. Em
todos os protocolos estabelecidos foram observados menor indice de proliferacdo das
células neoplésicas e menor densidade de microvasos nos animais tratados com a
proteina Kint3-4. O efeito da proteina recombinante Kint3-4 no controle da angiogénese
tumoral e da proliferacio das células neopldsicas, bem como a elucidagdo dos
mecanismos moleculares associados abrem perspectivas de sua utilizacdo na clinica

como terapéutica antitumoral.

Palavras-chaves: angiogénese, proliferagdo celular, angiostatina, neoplasias.
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ABSTRACT

Kint3-4 protein, originated from a genetic recombination of K1-3 and K1-4 human
plasminogen segments, is recognized for its antiangiogenic and anti-inflammation
potentiality. This study aims to evaluate the effect of Kint3-4 protein in tumor
development in Swiss mice previously inoculated with Ehrlich tumor cells. Three
different protocols were evaluated at the beginning, progression and stabilization of
tumor growth. We evaluated tumor growth, histomorphological and
immunohistochemical characteristics for CDC47 (cellular proliferation marker) and
CD31 (blood vessel marker). Animals treated with Kint3-4 protein at the beginning and
during neoplastic progression, showed lower tumor growth, with smaller inflammation
and tumor areas by histological evaluation. In all established protocols, lower rate of
tumor cell proliferation and lower microvessel density was observed in animals treated
with Kint3-4 protein. The participation of Kint3-4 recombinant protein in controlling
tumor angiogenesis and malignant cell proliferation, as well as elucidation of molecular
mechanisms of Kint3-4 protein would open prospects for its

use in clinical and antiangiogenic therapy.

Keywords: angiogenesis, cell proliferation, angiostatin, neoplasm
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