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Resumo

NUNES, JPS. Avaliagcdo do papel de Pentraxina 3 na biologia de células

tumorais humanas. Belo Horizonte; 2018 [Tese de doutorado].

O melanoma é um tipo de cancer caracterizado por uma transformagao maligna de
melandcitos. Dentre os fatores envolvidos na progressdo de melanomas estdo a
ativacao constitutiva de vias de sinalizagao como PI3K-AKT, mudancgas no perfil de
expressao de proto-oncogenes, micro-RNAs, e expressdao aumentada de fatores
pré-proliferativos e pro-angiogénicos. Os fatores de crescimento de fibroblastos
(FGF) sao moléculas-chave na progressao tumoral por promoverem proliferacéo
celular e angiogénese através da interagao com receptores tirosina quinase (FGFR).
A pentraxina longa PTX3 interage com FGF2, inibindo as ag¢des pro-tumorais
induzidas por esse fator. Portanto, PTX3 pode vir a ser uma ferramenta terapéutica
promissora no retardamento da progressdao de diversos tumores, inclusive
melanomas. Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito biolégico da
proteina PTX3 humana recombinante (rhPTX3) sobre caracteristicas biologicas
importantes para a progressao tumoral em linhagens celulares que expressam
constitutivamente FGF2 e FGFR4 derivadas de tumores humanos de fibrossarcoma
(HT-1080), adenocarcinoma colorretal (HCT-116) e melanoma maligno (SK-Mel-37 e
SK-Mel-188). Nossos dados mostraram que o tratamento com rhPTX3 inibiu a
proliferacdo celular, o crescimento de colénias celulares independente de
ancoragem e a migracao celular dos melanomas SK-Mel-188 e SK-Mel-37. Analises
de expressao génica por RT-gPCR mostraram que PTX3 também modulou a
expressao dos genes FGF2, FGFBP e FGFR4 e retardou o crescimento de
melanomas induzidos pela inoculagao de por células SK-Mel-37 super-expressando
PTX3 . Dados preliminares mostram que PTX3 pode modular a expressdo dos
microRNAs miR-149 e o miR-188 associados a progressdo de melanomas. Nossos
dados sugerem que a PTX3 interfere em caracteristicas importantes das células
tumorais que podem comprometer a progressdo de melanomas, contudo, seu
potencial como biomarcador de progressao tumoral ou mesmo seu uso na terapia
deste tipo de malignidade precisa ser mais estudado. Palavras chave: PTX3, FGF2,

tumorigénese, melanoma, sarcoma, adenocarcinoma de célon, cancer
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Abstract

NUNES, JPS. Evaluation of the role of Pentraxin 3 in the biology of human
tumor cells. Belo Horizonte; 2018 [PhD thesis].

Melanoma is a type of cancer characterized by malignant transformation of
melanocytes. Different types of molecular factors have been depicted as being
important for melanoma progression, such as overexpression of pro-proliferative
factors (VEGFA, EGF), changes in the expression of proto-oncogenes and micro-
RNAs related to melanoma progression and constitutive activation of signaling
pathways such as PI3K-AKT. Fibroblast growth factors (FGF) are key molecules in
tumor progression by promoting cell proliferation and angiogenesis through
interaction with receptor tyrosine kinases (FGFRs). The long pentraxin PTX3
interacts with FGF2, inhibiting the pro-tumor actions induced by this factor. Therefore,
PTX3 is a promising therapeutic tool in delaying the progression of several tumors,
including melanomas. This study aimed to investigate the biological effect of
recombinant human PTX3 protein (rhPTX3) on important biological traits for tumor
progression in cell lines constitutively expressing FGF2 and FGFR4 derived from
human fibrosarcoma tumors (HT-1080), colorectal adenocarcinoma (HCT-116) and
malignant melanoma (SK-Mel-37 and SK-Mel-188). Our data showed that treatment
with rhPTX3 inhibited cell proliferation, cell colonies formation ability and cell
migration of SK-Mel-188 and SK-Mel-37 melanomas. Analyzes of gene expression
by RT-gPCR showed that PTX3 also modulated the expression of FGF2, FGFBP and
FGFR4 and that in vivo tumorigenesis of PTX3-transfected SK-Mel-37 cells was
inhibited. Preliminary data show that PTX3 can modulate the expression of
microRNAs associated with melanomas progression, such as miR-149 and miR-188.
Our data suggest that PTX3 interferes in important tumor cell characteristics that may
compromise the progression of melanomas, however, its potential as a tumor
progression biomarker or even its use in the therapy of this type of malignancy needs
to be further studied. Key words: PTX3, FGF2, tumorigenesis, melanoma, sarcoma,

adenocarcinoma colorectal, cancer
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1. Introducgao

1.1. Familia das Pentraxinas

As Pentraxinas formam uma superfamilia de proteinas filogeneticamente
conservadas de aracnideos até mamiferos e que apresentam propriedades
multifuncionais. Estas proteinas sdo consideradas como ancestrais funcionais dos
anticorpos, funcionando como moléculas de reconhecimento de padrdes (PRM)
sendo componentes essenciais do brago humoral da resposta imune inata (Garlanda
et al., 2006). As pentraxinas possuem uma vasta gama de fungcbes essenciais na
resposta imunolégica humoral, tais como o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs — pathogen-associated molecular patterns),
atividade de opsonizagéo, discriminagédo de antigenos proprios e nao proprios,
ativacao e regulacado das trés vias do complemento (classica, lectina e alternativa)
(Figura 1), como também fungbes na fertilidade feminina, reparo tecidual e
angiogénese (Agrawal et al., 2009; Vilahur e Badimon, 2015). Estruturalmente, todos
os membros desta familia possuem um dominio carboxi-terminal (C-terminal)
peculiar de aproximadamente 200 aminoacidos, no qual é possivel identificar um
motivo conservado de oito residuos descrito como a assinatura dessa familia
HxCxS/TWxS (Histidina, x, Cisteina, x, Serina ou Treonina, x, Triptofano, x, Serina; x
€ qualquer outro aminoacido) (Garlanda et al., 2006; Martinez De La Torre et al.,
2010). As proteinas dessa familia s&o proteinas de fase fluida e a concentragao das
pentraxinas na circulagdo sanguinea ou em tecidos aumenta rapidamente em
condi¢bes inflamatdérias com forte correlagdo com a severidade da condi¢ao clinica

(Daigo et al., 2016) sendo, portanto, consideradas proteinas de fase aguda.

Etimologicamente, o nome Pentraxina foi atribuido a essa familia pela
estrutura pentamérica circular simétrica da proteina C reativa (CRP), que foi a
primeira pentraxina identificada no plasma sanguineo (Gewurz et al., 1995;
Mantovani et al., 2013; Daigo et al., 2016). Com o passar dos anos e a identificagao
de novos membros, a familia das pentraxinas foi subdividida nas classes das
pentraxinas curtas e longas com base, principalmente, na estrutura primaria do
protdmero proteico (Figura 2) (Bottazzi et al., 1997). A proteina C reativa (CRP) e a

proteina amiloide P do soro (SAP) sdo os protétipos das pentraxinas curtas e
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constituem, respectivamente, as principais proteinas de fase aguda em humanos e

camundongos (Inforzato, Bottazzi, et al., 2012).

Danotecidual
(trauma; infeccdes)

C3b; Properdina C1q MBL; ficolinas \
l & ;"/ l . e l Reconhecimento
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Figura 1. Representagcdo esquematica da regulagdao do sistema
complemento pelas pentraxinas.

As pentraxinas PTX3, CRP e SAP interagem com as moléculas do sistema complemento.
A ativacdo do complemento se da pelo reconhecimento de motivos moleculares
conservados presentes na superficie de microrganismos (PAMPSs). A via da lectina (LP) é
ativada pela interacdo de MBL (Lectina de ligagdo a manose) e ficolinas com os
carboidratos presentes na superficie celular dos microorganismos. Anticorpos especificos
se ligam aos microorganismos formando sitios de ligagdo para C1q ativando a cascata da
via classica do complemento (CP). As proteinas C3 e properdina podem ativar a via
alternativa (AP) quando imobilizadas na superficie celular de patdégenos. A ativacao
destas trés vias desencadeia uma cascata de eventos que resulta em opsonizagéo,
recrutamento de leucécitos e lise celular, etapas essenciais para a remogédo do
microorganismo. A formagao da C3 convertase (C4b2a para CP e LP e C3bBb para AP)
€ a primeira etapa necessaria para ativagdo da hidrélise de C3, formando C3a, C3b e
Cbha, com formacao subsequente de C5b-9, o complexo que desencadeia a lise celular.
PTX3, CRP e SAP se ligam a C1q, regulando a cascata classica. PTX3 e CRP também
regulam a via da lectina através da interagdo com MBL e ficolinas. As pentraxinas
também reconhecem os reguladores da ativagcao do complemento, como o Fator H (FH),
0 mais importante regulador da via alternativa e o C4bp, regulador da C4b2a. (Modificado
de Daigo et al., 2016)
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As pentraxinas curtas reconhecem diversos ligantes, na maior parte das
vezes, de maneira calcio-dependente, ativando e regulando as trés vias do
complemento através da interagdo com C1q (Roumenina et al., 2006), ficolinas (Ng
et al., 2007; Tanio et al., 2009) e o fator H (Mihlan et al., 2009; Okemefuna et al.,
2010). Essa ativagcao mediada pelas pentraxinas curtas também favorece a remogao
de residuos apoptdticos com potenciais implicacbes na prevengcdo de doencas
autoimunes, como artrite reumatoide, vasculite e encefalomielite alérgica (Inforzato,
Reading, et al., 2012; Vilahur e Badimon, 2015). As pentraxinas curtas também se
caracterizam por possuirem aproximadamente 220 aminoacidos (aa), com massa
molecular de 115 kDa (CRP) e 127 kDa (SAP) arranjadas numa simetria radial
planar com cinco ou dez subunidades, onde cada uma das subunidades apresenta
um arranjo do tipo lectina composta por uma topologia do tipo barril (jellyroll) de duas
camadas, estabilizadas por ligacdes dissulfeto entre as cadeias nos aminoacidos
cisteina 36 e cisteina 97 de CRP (Deban et al., 2009; Du Clos, 2013; Bottazzi et al.,
2016). A proteina CRP humana nao apresenta sitios glicosilados, enquanto a SAP
humana possui uma glicosilagdo ligada ao N ocupado por glicanos sialilados
(Mantovani et al., 2013).

A producdo das pentraxinas curtas se da no figado, por hepatdcitos, em
resposta a citocinas inflamatérias como a interleucina 6 (IL6) e 17 (IL17), mas nao
em resposta a IL1B e TNFA (Pepys e Hirschfield, 2003; Garlanda et al., 2006;
Inforzato, Bottazzi, et al., 2012). A proteina CRP também pode ser produzida, em
concentragdes muito baixas por células ndo hepaticas, como neurdnios, mondcitos,
células Kupffer e linfécitos e por células epiteliais do trato respiratério e do epitélio
renal em certas circunstancias, como infecgdes por organismos contendo
fosforilcolina (ChoP, ex. Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae)
(Gould e Weiser, 2001; Jabs et al., 2003). Em humanos, os niveis séricos de CRP
aumentam mais de 1000x num periodo de 48 horas em muitas condi¢des
patofisiolégicas, enquanto que, em pacientes saudaveis, 0s niveis se mantém
praticamente indetectaveis (< 3 mg/L). Essa caracteristica confere a CRP uma
importante fungdo como biomarcador de inflamagéo e dano tecidual em humanos,
como infecgdo e doengas cardiovasculares (Daigo et al., 2016), sendo inclusive

amplamente utilizada na clinica médica desde a década de 1930. Por outro lado,
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enquanto os niveis da proteina SAP se mantém estaveis no soro humano, seu nivel
€ drasticamente modulado no soro de murideos em resposta a condigcdes

fisiopatoldgicas (Casas et al., 2008; Deban et al., 2009).

Assinatura
HXCXS/ITWXS
=
Pentraxinas CRP 224 aa
CURTAS saAP 223 aa
Pentraxinas PTX3 381 aa
LONGAS PTX4 473 aa
NPTX1 432 aa
NPTX2 431 aa
NPTXR 494 aa
Dominio Dominio
N-terminal Pentraxina
~200 aa

Figura 2. Proteinas que compoem a familia das Pentraxinas

As pentraxinas curtas CRP e SAP foram as primeiras a serem descritas e apresentam
224 e 223 aminodcidos (aa), respectivamente. Todas as pentraxinas compartilham um
dominio carboxi-terminal comum (dominio pentraxina) no qual se encontra uma
sequéncia de 8 aa conservados (HXCxS/TWxS; x é qualquer aa) denominada “assinatura
das pentraxinas”. Nas pentraxinas longas PTX3, PTX4 e as neurais NPTX1, NPTX2 e
NPTXR estao presentes porgdes N-terminais inéditas nao relacionadas entre si. A PTX3
€ o protdtipo das pentraxinas longas e o membro melhor caracterizado desta subfamilia.
TM: dominio transmembrana. (Modificado de Garlanda et al., 2005).

Apesar das similaridades funcionais e estruturais, as pentraxinas longas
diferem das pentraxinas curtas em varios aspectos: quanto a localizagédo
cromossdmica, perfil de expressdo génica, células produtoras e ligantes (Goodman
et al., 1996). As pentraxinas longas possuem uma regido amino-terminal (N-terminal)
inédita ligada ao dominio pentraxina C-terminal, o que confere um tamanho maior
(242 aa em média maior comparado as pentraxinas curtas) e novas possibilidades

de ligantes a estas moléculas.
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O protétipo das Pentraxinas longas € a Pentraxina 3 (PTX3) que foi
identificada no inicio da década de 1990, como uma molécula cuja sintese era
estimulada pelo fator de necrose tumoral (TNFA) em fibroblastos de prepucio
humano (o que a fez ser inicialmente conhecida como TSG14 — gene 14 estimulado
por TNF) e por IL1B em células endoteliais de cordao umbilical humano (Lee et al.,
1990; Lee et al.,, 1993) (Breviario et al., 1992). Sua estrutura proteica primaria é
constituida pelo dominio carboxi-terminal caracteristico das pentraxinas curtas
acrescido de um dominio N-terminal inédito de 160 aa ausente em CRP e SAP.
Posteriormente, outras moléculas com caracteristicas semelhantes a PTX3 foram
identificadas e passaram a fazer parte do grupo das pentraxinas longas: PTX4,
pentraxina neural 1 (NP1 ou NPTX1), NP2 (NPTX2 ou Narp), o receptor de
pentraxina neural (NPTXR ou NPR, unico membro associado a célula através de um
dominio transmembranar) e a apexina, encontrada em espermatozoides de Cavia
porcellus (porquinho da india) (Gewurz et al., 1995; Garlanda et al., 2005; Martinez
De La Torre et al., 2010). A Tabela 1 sumariza as principais caracteristicas das

pentraxinas curtas e longas ja descritas.

O dominio pentraxina também foi encontrado em vaérias outras proteinas
multidominais, como receptores acoplados a proteina de adeséo G (especificamente
as GPR144, GPR112 e GPR126) (Bjarnaddttir et al., 2004) e na proteina mosaico de
matriz extracelular polydom (ou SVEP1, que compreende um dominio N-terminal de
do fator de von Willebrand tipo A, 2 dominios de repeticao de hialina, 10 repeticoes
de fatores de crescimento epidérmico EGF, 34 dominios de proteina de controle de
complemento e um dominio de pentraxina unico) (Gilgés et al., 2000). Porém o papel
do dominio pentraxina nessas proteinas ainda nao foi elucidado (Martinez De La
Torre et al., 2010).
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Tabela 1. Caracteristicas dos membros da familia das Pentraxinas

Principais Principal ~ L
. ot . Funcodes bioldgicas
Pentraxina sitios de estimulo para a .
~ . descritas
producao sintese
Resposta inflamatoéria,
) CRP _ modulagdo da resposta
|<£ IL6, IL17; agonistas  imune inata,
o Hepatdcitos (figado) de TLRs, remodelacao tecidual,
8 glicocorticoides opsonizagao de
SAP patégenos e células
apoptéticas
Células dentriticas
mieldides, Resposta inflamatoéria,
monacitos, TNFA, IL1B, modulagéo da resposta
macrdéfagos, células  agonistas de TLRs, imune inata;

PTX3 endoteliais, LPS, OmpA, remodelacao tecidual,
fibroblastos, lipoarabinomanana, angiogénese,
neutrdfilos, B-glucanas fertilidade feminina,
adipdcitos, células sistema cardiovascular
da glia

2 Pentraxina estruturalmente relacionada a PTX3 sem funcbes
< PTX4 o :
) bioldgicas elucidadas
Z
O .
b NPTX D_esenvc_JIv"Nnento e
diferenciagéo neuronal
Taipoxina Sinaptogénese e
NPTX2  gistema nervoso (potente neurotoxina plasticidade sinaptica
da serpente Doenca de Parkinson
central
Oxyuranus :
scutellatus) Rect:or?hlec_wn’e?to do
NPTXR material sindptico
durante a remodelacao
da sinapse

TLR: receptores do tipo Toll; LPS: lipopolissacarideos; OmpA: outer membrane protein A.

1.2. Pentraxina 3: gene, estrutura proteica e fungcoes biolégicas

A proteina PTX3 humana é codificada por um gene situado no cromossomo
3 na banda g25.32 (em Mus musculus cromossomo 3 regidao 30.25 cM), cujo
promotor é responsivo a TNFA e IL1B, mas ndo a IL6 (Breviario et al., 1992; Presta
et al., 2007). Na Figura 3A, estdo destacados os elementos de ligacdo aos fatores

de transcricdo que regulam finamente a expressdao do gene PTX3 nas células
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humanas e murinas, como AP1 (proteina ativadora 1), AP2, SP1 (proteina de
especificidade), NFKB (fator nuclear kappa B) e GAS (sitio de ativagao de interferon
gama) (Balhara et al., 2013). Entre estes elementos, o NFkB é essencial para a
resposta transcricional aos estimulos de TNFA e IL1B, enquanto a AP1 controla a
transcricao basal de PTX3 (Garlanda et al., 2005; Inforzato, Reading, et al., 2012). O
gene de PTX3 é também controlado epigeneticamente por metilagbes (me) e
acetilagdes (ac) na histona H3 (H3K23me1; H3K27me3 e H3K27Ac) de dois
enhancers, sendo o enhancer 1 localizado a 260 kb upstream do promotor do gene
de PTX3 (chr3:156,893,570-156,894,644) e o enhancer 2 a 350 pares de bases (bp)
downstream do sitio de inicio de transcricdo (TSS) de PTX3, abrangendo o segundo
éxon (chr3:157,154,796-157,156,606) (Rubino et al., 2017) (Figura 3B).

A proteina humana PTX3 é uma glicoproteina homo-multimérica de 381
aminoacidos, incluindo um peptideo sinal de 17 aa. O dominio pentraxina C-terminal
de PTX3 compartiiha 57% de similaridade com as pentraxinas CRP e SAP. O
dominio N-terminal é inédito e, portanto, ndo relacionado com nenhuma outra
proteina conhecida (Daigo e Hamakubo, 2012). A sequéncia primaria de PTX3 é
altamente conservada filogeneticamente desde aracnideos até mamiferos, sendo
que a proteina humana e murina compartilham 92% de aminoacidos conservados o
que sugere forte pressdo evolutiva para manutencdo de suas fungdes bioldgicas
(Mantovani et al., 2003).

O atual modelo quaternario proposto para proteina PTX3 é de um octamero
assimétrico de 40 kDa arranjado por duas subunidades tetraméricas independentes,
uma covalente e outra nao-covalente (dimero de dimeros) unidas por ligacbes de
pontes dissulfeto nos residuos de cisteina (Inforzato et al., 2006) (Figura 4B).
Predi¢cdes da estrutura secundaria da por¢cdo N-terminal de PTX3 indicam que a
proteina tende a formar quatro a-hélices, trés das quais estdo provavelmente
envolvidas na formagao de estruturas coiled-coils (bobinas enroladas) (Presta et al.,
2007) enquanto o dominio pentraxina localizado na porgao C-terminal da molécula
adota uma topologia em forma de barril com folhas B antiparalelas (jelly roll 8)
(Inforzato et al., 2006) (Figura 4B). Desta forma, foi proposto por Inforzato e
colaboradores que a estrutura de PTX3 € um octadmero assimétrico como ilustrado

na Figura 4C.
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Figura 3. Estrutura do gene PTX3 em humanos e camundongos

O gene PTX3 esta localizado no cromossomo 3 tanto em humanos quanto murinos
(banda q22-28 em Homo sapiens e regiao 30.25 cM em Mus musculus) e € composto por
uma regido promotora e trés éxons. A) o primeiro éxon codifica o peptideo sinal (17 aa),
enquanto o segundo e o terceiro éxons codificam os dominios N- e C- terminal da
proteina (381 aa), respectivamente. A regido promotora contém diversos sitios de ligagéao
para fatores de transcrigdo como indicado. B) a expressao de PTX3 sofre regulagédo
epigenética em dois enhancers que silenciam (metilagdes) ou amplificam (acetilagbes) a
expressao génica (Modificado de Balhara et al., 2013; Rubino et al., 2017).

A multimerizagao proteica de PTX3 amplia a possibilidade de ligantes em
comparagao com as pentraxinas curtas (Tabela 2). Outra caracteristica estrutural
importante de PTX3 é a presenga de um sitio Unico de glicosilagéo (glicano ligado ao
nitrogénio da amida — N-glicosilagdo) presente no aminoacido Asn220 (asparagina)
no dominio C-terminal (Figura 4A). Esse sitio de glicosilacgdo aumenta o peso
molecular da proteina PTX3 para 45 kDa (Garlanda et al., 2005) e é equivalente a
10% do peso proteico total. A fragdo glicosidica € completamente ocupada por
oligossacarideos complexos, principalmente acucares biantenarios fucosilados e
sialilados com fracdo aminora de glicanos tri e tetraantenares. Foi descrito que esse

sitio de glicosilagcao facilita a interagdo de PTX3 a diferentes tipos de ligantes,
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Figura 4. Estrutura proteica proposta para PTX3

A estrutura quaternaria proposta para PTX3 indica uma organizagdo octamérica
assimétrica, diferentemente do que é observado nas pentraxinas curtas CPR e SAP que
possuem uma estrutura ciclica pentamérica. (A) o monémero de PTX3 é organizado em
trés dominios: o peptideo sinal (aa 1-17), o dominio exclusivo (aa 18-178) e o dominio
pentraxina (aa 179-380). Em destaque os residuos de cisteina que participam na
oligomerizagéo proteica de PTX3, os residuos 269-276 que constituem a assinatura da
familia das pentraxinas e o sitio de glicosilagéo ligado ao N (Asn220). (B) Organizagéao
das ligagdes tipo ponte dissulfeto no octamero de PTX3 onde a C103 une os protdmeros
em tetrdmeros (direita) ou em dimeros (esquerda), formando uma mistura de tetrameros
(quadro verde) e dimeros (quadro preto), na qual estes Ultimos se associam em
tetrdmeros de forma néo covalente. O dominio N-terminal é composto de um segmento
que é provavelmente globular seguido de trés a hélices, cujos tamanhos em comprimento
s&o estimados em 29, 39 e 39 A. (C) pelo modelo biofisico SAXS (espalhamento de
raios-X a baixo angulo) é possivel observar que a proteina se enovela de maneira
assimétrica em dois octdmeros com dois dominios de tamanhos diferentes ligados por
uma pequena haste. Na imagem ampliada do dominio C-terminal de PTX3 (modelo 3D
baseado na cristalografia de CRP) é possivel observar os oligossacarideos de PTX3
adotando diferentes conformagdes (laranja, verde e roxo) e os aminoacidos de contato
na superficie da proteina (bola e palito) (Modificado de Inforzato et al., 2010; Daigo et al.,
2016).

permitindo a interacdo ampliada de PTX3 a outras moléculas, como o virus
Influenza, selectina P e os componentes do sistema complemento (Garlanda et al.,
2005; Inforzato et al., 2006). A N-glicosilagdo € também relacionada como sendo
essencial para a regulagao fina do processo inflamatério por PTX3, por exemplo, na
atenuacao do recrutamento de neutrdfilos (Deban et al., 2010).
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Tabela 2. Especificidade de ligantes de CRP, SAP e PTX3

Ligante CRP SAP PTX3
Microrganismos
Bactérias
Pseudomonas aeruginosa NT NT +
Klebsiella pneumoniae NT NT +
Salmonella typhimurium - + +
Fungos e leveduras
Aspergillus fumigatus + NT +
Saccharomyces cerevisiae (zymosan) + + +
Paracoccidioides brasiliensis NT NT +
Virus
Influenza virus - + +
Human cytomegalovirus (HCMV) NT NT +
Chikungunya virus NT NT +
Ross River virus NT NT +
Motivos de membrana
Fosfocolina (PC) + - -
Fosfoetanolamina (FE) - + -
Lipopolisacarideo (LPS) - + -
Proteina A da membrana externa NT NT +
de Klebsiella pneumoniae(KpOmpA)
Componentes do complemento
C1q + + +
Fator H + NT +
C4BP + + +
M-, L-ficolina + - +
MBL - + +
Proteinas da matriz extracelular
Gene 6 estimulado por TNF (TSG-6) NT NT +
Inibidor inter-a-tripsina (lal) - NT +
Acido hialurénico NT NT -
Laminina + + -
Colageno IV NT + -
Fibronectina + + -
Fatores de crescimento
FGF2 +/- NT +
FGF8 NT NT +
FGF1 e FGF4 NT NT -
Moléculas de adesao
Selectina-P - NT +

NT: nao testado. (Adaptado de Inforzato, Reading, et al., 2012)



Em resposta a estimulos pré-inflamatérios, como agonistas de receptores do
tipo Toll (TLR), lipopolissacarideos (LPS), OmpA (proteina A de membrana externa
de bactérias Gram-negativas), IL1B e TNFA, a proteina PTX3 é secretada
principalmente por células dendriticas, mas também por mondcitos, macrofagos,
células endoteliais, fibroblastos, células do musculo liso, rim, células epiteliais,
células sinoviais, condrdcitos, adipdcitos, células do epitélio alveolar, células da
granulosa e células da glia (revisado por Garlanda et al., 2005; Bottazzi et al., 2010)
(Tabela 1). Tanto cardiomidcitos humanos (Peri et al., 2000) quanto as células
endoteliais linfaticas humanas e murinas (Wick et al., 2007; revisado por Moalli,
Jaillon, et al., 2011) expressam PTX3 constitutivamente. Recentemente, dados do
nosso grupo também mostraram que PTX3 €& expressa tanto constitutivamente,
quanto em resposta a infecgcado por Toxina A de Clostridium difficile por células do
epitélio intestinal tanto de humanos quanto de camundongos (De Araujo Junqueira
et al., 2011; Oliveira et al., 2017). Em neutréfilos maduros, PTX3 é encontrada
armazenada em granulos especificos ndo azurofilicos, lactoferrina e
lactoferrina/gelatinase positivos (NETs — armadilhas extracelulares de neutrofilos)
que servem de reservatoério para sua liberagao rapida em resposta a estimulos pro-
inflamatorios (Jaillon et al., 2007; Inforzato, Bottazzi, et al., 2012). Adicionalmente, a
expressao da proteina PTX3 é inibida por Interferon Gama (IFNG) e glicocorticoides
em células hematopoiéticas, como células dentriticas, mondcitos e macréfagos,
enquanto a Interleucina 10 (IL10) amplifica a expressdo de PTX3 em resposta a
LPS (Doni et al., 2006; Doni et al., 2008).

1.2.1. Fungodes na resposta imune inata e inflamagao

Na inflamacao, PTX3 tem papel regulatério pela modulagdo da ativagdo do
complemento (incluindo as trés vias: classica, alternativa e lectina), opsonizagao de
patogenos (Deban et al., 2010) e regulagdo da inflamagdo. A modulagdo da
atividade do complemento se da pela interagdo de PTX3 a moléculas como C1q,
ficolina-1, ficolina-2 e MBL (mannose binding lectin). O primeiro ligante para PTX3
identificado e melhor caracterizado € o componente do complemento C1q (Bottazzi
et al., 1997). A interacdo de PTX3 com C1q imobilizado resulta na ativagcao da
cascata da via classica medida, em condi¢cdes experimentais, pela deposi¢ao de C3

e C4. Por outro lado, PTX3 soluvel causa uma inibicdo de maneira dose-dependente
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da atividade hemolitica de C1q através de um bloqueio competitivo de sitios de
interacbes relevantes (Nauta et al., 2003). Portanto, PTX3 pode exercer dupla
funcao e efeitos contrastantes na ativacdo do complemento: facilita a depuragao de
materiais que se ligam a PTX3 (como microrganismos) e protege contra ativagao do
complemento ndao desejada na fase fluida (Inforzato, Bottazzi, et al., 2012). PTX3
também interage com os membros da via lectina (ficolina-1, ficolina-2 e MBL),
amplificando a deposicdao de complemento dependente de ficolina-2 e MBL na
superficie de Aspergillus fumigatus e Candida albicans, respectivamente (Ma et al.,
2009; Ma et al., 2011).

Além dos papéis desempenhados na ativacdo do complemento, os niveis
plasmaticos de PTX3 aumentam rapidamente em diferentes contextos
fisiopatolégicos, agindo como uma molécula de reconhecimento de padrdes com
papel ndo-redundante na resposta imune inata (Mantovani et al., 2003) (Inforzato,
Reading, et al., 2012). Desde sua identificagdo, PTX3 é descrita como uma proteina
que promove resisténcia inata a determinados tipos de infecgao através da interacao
a motivos diferentes de microrganismos patogénicos, como os fungos Aspergillus
fumigatus (Gaziano et al., 2004), Paracoccidoides brasiliensis (Diniz et al., 2004) e
as bactérias Pseudomonas aeruginosa (Moalli, Paroni, et al., 2011), Klebsiella
pneumoniae (Soares et al., 2006). Nestes casos, PTX3 age como uma opsonina
apresentando esses antigenos para células fagociticas, como os macrofagos via
receptor FCy e sistema complemento, aumentando a atividade fagocitica e

microbicida dos macréfagos (Garlanda et al., 2016).

Jaillon e colaboradores mostraram efeito protetor de PTX3 em infec¢des do
trato urinario, onde camundongos deficientes para PTX3 apresentaram inflamagao
exacerbada e resposta imunoldgica debilitada a infecgdes contra Escherichia coli
uropatogénica, dificultando a depuragdo microbiana dependente de neutrdfilos
(Jaillon et al., 2014). Ja em camundongos CD-1 recém-nascidos, a administracéao
oral de PTX3 promoveu resisténcia inata contra infeccdo causada por de

Pseudomonas aeruginosa no pulmao (Jaillon et al., 2013; Jaillon et al., 2014).

Em infecgdes virais, PTX3 apresentou efeitos antagonistas. O dominio N-

terminal de PTX3 é o principal sitio de interagdo com alfavirus artritogénicos
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(Chikungunya virus e Ross River virus), e a ligagdo de PTX3 a estes virus é
reportada como facilitadora da invaséo e replicagao viral durante a fase aguda da
infeccao, porém, na infecgdo cronica, a ligagdo com PTX3 causa inativagdo viral
(Foo, Chen, et al., 2015; Foo, Reading, et al., 2015). Por outro lado, a PTX3 facilita a
neutralizacao viral de Influenza virus (H3N2) através da interagao da hemaglutinina
viral com o &cido sialico presente na porgédo glicosidica de PTX3, neutralizando a
hemaglutinacao induzida pelo virus e a atividade da neuraminidase viral (Bottazzi et
al., 2010), enquanto que o virus Influenza A H1N1 é resistente a atividade antiviral
de PTX3 (Job et al., 2010).

Também foi descrito que a expressdo aumentada de PTX3 confere a
camundongos transgénicos maior resisténcia a toxicidade do LPS e a infecgéo

causada pelo procedimento de ligadura e perfuragdo do ceco (Dias et al., 2001).

A deficiéncia de PTX3 esta associada ao maior dano tecidual decorrente da
isquemia e reperfusdo cardiaca (Salio et al., 2008) e em modelo de pleurisia
experimental, a maiores danos nos rins e pulmdes dos camundongos nocaute para
Ptx3 do que nos do tipo selvagem (Deban et al., 2010; Han et al., 2012). Por outro
lado, Ptx3 mostrou-se deletéria em modelos de isquemia e reperfusdo da artéria
mesentérica superior, aumentando mortalidade e danos teciduais (Souza et al.,
2009) além de acelerar lesdao pulmonar em modelo experimental murino de
ventilagdo mecéanica (Real et al., 2012). Em modelos de infecgdo pulmonar com
bactérias Klebsiella pneumoniae, PTX3 mostrou funcdo dual dependente da
quantidade do in6culo. Quando ocorre um baixo inéculo, a expressdo aumentada de
PTX3 apresenta fungbes protetoras, enquanto, apés um alto in6culo um efeito
deletério & observado (Soares et al., 2006). Estes dados indicam que PTX3 tem
impacto critico como regulador fino da inflamagao, com efeitos danosos e benéficos,
dependendo da natureza e intensidade da lesdo (Soares et al., 2006; Inforzato,
Reading, et al., 2012).

1.2.2. Fung¢o6es na remodelacgao tecidual e fertilidade feminina

Além das funcbes na inflamacédo e imunidade, a proteina PTX3 também

desempenha papéis importantes no remodelamento e reparagcdo tecidual e na
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fertilidade feminina (Salustri et al., 2004). Foi mostrado que as células do cumulo
oophorus do foliculo ovariano de camundongos expressam PTX3 que, através do
dominio N-terminal, interage com a proteinas TSG-6 e lal (inibidor inter-a-tripsina)
durante a expansao do cumulo. Essa interagéo proteina-proteina fornece integridade
estrutural para a matriz do cumulo (Salustri et al., 2004; Scarchilli et al., 2007). Em
modelo murino deficiente para Ptx3, foi observada uma deficiéncia grave na
fertilidade da fémea devido a falha na montagem da matriz rica em hialuronano
viscoelastico (HA), que é formada em torno do odcito no foliculo pré-ovulatorio,
assim possibilitando a formagdo do cumulos que forma a corona radiata e é
essencial para manutencdo da integridade do odcito (Salustri et al., 2004).
Alteragcdes nos niveis plasmaticos de PTX3 também estdo relacionadas com
algumas doencas ovarianas. Na sindrome do ovario policistico, por exemplo, os
niveis de PTX3 circulante estdo diminuidos (Tosi et al., 2014), enquanto em modelos

de rato com torgéo ovariana o efeito inverso foi observado (Akman et al., 2015).

Com relagédo a regeneragao tecidual, a proteina PTX3 possui fungbes nao
redundantes em diferentes modelos de dano tecidual, como regeneragéo de feridas
na pele, lesdo hepatica, lesdo pulmonar e trombose arterial (Bottazzi et al., 2016).
Foi mostrado que PTX3 €& produzida na matriz pericelular de macréfagos e de
células mesenquimais em resposta a ativacdao dos TLRs e que, deficiéncia para
PTX3 acarreta numa fibrindlise pericelular deficiente in vitro e numa migragéo
coletiva direcional na matriz provisoria rica em fibrina in vivo (Doni et al., 2015). A
deficiéncia de PTX3 esta associada ao aumento da formagdo de coagulo e
deposicao de fibrina, por um mecanismo de interagdo com a fibrina e plasminogénio
através do dominio N-terminal, onde PTX3 facilita a fibrindlise dependente de

plasminogénio (Doni et al., 2015; Bottazzi et al., 2016).

1.2.3. PTX3 como biomarcador de patologias

Estudos recentes vém apontando o potencial de PTX3 como biomarcador de
algumas doengas. Niveis circulatorios de PTX3 estéo significativamente aumentados
em diversas condigbes fisiopatoldégicas, como mortalidade por sepse (Hill et al.,
2009), tuberculose (Azzurri et al., 2005), bacteremia (Huttunen et al., 2011), em

doencas do sistema cardiovascular (Kume et al., 2011; Ustundag et al., 2011), do

27



sistema reprodutivo feminino (Aydogdu et al., 2012) e do rim (Argani et al., 2012;
Sjéberg et al., 2016).

No contexto da biologia vascular, ja foi mostrado que alteragbes na
concentragcao de PTX3 no plasma sanguineo estdo relacionadas a com severidade
de diferentes doencas cardiovasculares. Por exemplo, em angina instavel, niveis de
PTX3 estavam aumentados em relagdo aos niveis de pacientes saudaveis (Inoue et
al., 2007). O mesmo fenbmeno €& observado em pacientes com insuficiéncia
cardiaca comum e congestiva (Kotooka et al., 2008; Suzuki et al., 2008), em
acidente vascular cerebral (AVC) (Ryu et al., 2012), em arterite temporal (GCA)
(Baldini et al., 2012), vasculite (Fazzini et al., 2001) e na sindrome coronariana
aguda (Ustundag et al., 2011). No caso do infarto do miocardio, PTX3 & um
biomarcador mais rapido comparado a CRP, pois os niveis plasmaticos de PTX3 tem
pico 7 horas e meia apds o infarto, enquanto que o pico de expressao de CRP é por
volta de 50 horas (Peri et al., 2000). A proteina PTX3 é expressa em cardiomiocitos
e células musculares lisas vasculares e deficiéncia na expressdo de PTX3 esta
associada com o aumento da inflamacédo e dano cardiaco (Salio et al., 2008) e
aterosclerose (Norata et al., 2009), enquanto que expressao positiva de PTX3 esta
relacionada com a inibicido da estenose das cardtidas por pacientes submetidos ao
procedimento da angioplastia (Camozzi et al., 2005). Por esses motivos, o papel de
PTX3 humana em desordens cardiovasculares se mantém controversa. A literatura
sugere que o aumento dos niveis plasmaticos de PTX3 em condi¢des
cardiopatologicas pode ter a ver com o fato de PTX3 funcionar apenas como um
bystander da resposta inflamatéria, ou mesmo como uma tentativa do corpo de

combater a patologia (Falasca et al., 2013).

O aumento nos niveis de expressao de PTX3 também foi associado com a
severidade da pré-eclampsia (PE) e da restricao de crescimento intrauterino (IUGR)
(Cetin et al., 2006; Cozzi et al., 2012). Enquanto que a PE é um disturbio da gravidez
caracterizada por um processo inflamatério maternal excessivo que leva a falhas na
remodelacdo dos vasos uterinos por disfungdo endotelial no primeiro trimestre da
gravidez, causando insuficiéncia placentaria, a IUGR é forma fetal da doenca,
levando a um desenvolvimento inadequado do feto, por oxigenagcdo ou nutricao

materna insuficiente (Cozzi et al., 2012). Foi mostrado que os niveis de PTX3 estéao
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significativamente aumentados em casos severos de PE e casos de IUGR com PE

em comparacgao com gravidez normal (Cozzi et al., 2012).

Além dessas doengas, varios novos estudos vém mostrando o potencial uso
de PTX3 como um potente biomarcador para prognostico da severidade de
canceres. Niveis aumentados de PTX3 tém sido identificados em cancer de préstata
(Stallone et al., 2014), lipossarcoma (Willeke et al., 2006), glioma (Locatelli et al.,
2013), de pulmao (Diamandis et al., 2011) e de cancer de pancreas (Kondo et al.,
2013). Stallone e colaboradores (2014) mostraram que as modificagdes nos niveis
de expresséo tecidual e plasmatica de PTX3 sdo capazes de discriminar pacientes
com cancer de prostata daqueles com hiperplasia prostatica benigna e inflamagao
prostatica, sendo um marcador mais sensivel que o antigeno prostatico especifico
(PSA) e CRP para esse tipo de cancer (Stallone et al., 2014).

No trabalho descrito por Planque e colaboradores (2009), os autores
selecionaram candidatos a marcadores de céancer de pulmdo empregando
ferramentas de proteoma e bioinformatica em linhagens de células tumorais de
pulmdo (adenocarcinoma H23, carcinoma de células escamosas H520, carcinoma
H460 e H1688) e identificaram a PTX3 como um forte candidato (Planque et al.,
2009). O mesmo grupo, em 2011, analisou as amostras de soro de pacientes com
cancer de pulm&o e validaram a PTX3 como um biomarcador extremamente
especifico e sensivel para o diagnéstico deste tipo de neoplasia (Diamandis et al.,
2011).

Outro estudo que demostrou o potencial de PTX3 como biomarcador em
cancer foi o publicado por Willeke e colaboradores (2006). Utilizando analises de
expressao génica e de proteina de amostras de pacientes com lipossarcoma, os
autores revelaram que os niveis aumentados de PTX3 estavam associados a
diferenciacéo de adipdcitos e a todos os subtipos de lipossarcoma (mixoéide, lipoma
atipico, pleomorfico e nao diferenciado) (Willeke et al., 2006). Um estudo similar
também mostrou que os niveis de PTX3 estavam aumentados em linhagens de
células de cancer pancreatico (PANC-1 e MIA PaCa-2) e que o aumento da
expressao de PTX3 esta associado a um prognéstico ruim de pacientes com

carcinoma pancreatico (Kondo et al., 2013).
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Além do papel como biomarcador, outros estudos vém mostrando PTX3
como um agente modulador da tumorigénese de diferentes tipos de cancer (Alessi et
al., 2009; Ronca, Alessi, et al., 2013; Ronca, Di Salle, et al., 2013). Um dos
mecanismos pelo qual PTX3 exerce essas funcdes é através da interacio proteina-
proteina com varios membros da familia dos fatores de crescimento de fibroblastos,
como FGF2, FGF8 e FGF17, onde PTX3 modula a proliferagdo, migragao,
sobrevivéncia e angiogénese tumoral promovida por esses fatores (Rusnati et al.,
2004; Leali et al., 2011; Ronca, Di Salle, et al., 2013).

1.3. Interagao entre PTX3 e membros da familia FGF

Os Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGF) constituem uma das
maiores familias de fatores de crescimento e, em mamiferos, possuem 18 membros
relacionados estruturalmente. Estes fatores possuem uma regido central homodloga
de 120 a 130 aminoacidos arranjados em folhas-B antiparalelas, flanqueadas por
dominios amino (N-) e carboxi (C-) terminais divergentes. Essa conformagédo, com
base na filogenia e na homologia da sequéncia proteica, permite que os membros da
familia FGF possam ser agrupados em seis subfamilias: 1) FGF1 e FGF2; 2) FGF3,
FGF7, FGF10 e FGF22; 3) FGF4, FGF5 e FGF6; 4) FGF8, FGF17 e FGF18; 5)
FGF9, FGF16 e FGF20; 6) FGF19, FGF21 e FGF23 (Beenken e Mohammadi, 2009).
Em geral, variagdes na sequencia primaria das pontas dos dominios N- e C- estao
relacionadas com fungdes biolégicas diferentes (Olsen et al., 2003). Fatores
homodlogos que possuem alta identidade de residuos (36 a 40% na regido folha-8
central) com os membros da familia FGF e que antigamente eram considerados
como membros desta familia (FGF11, FGF12, FGF13 e FGF14) atualmente sao
classificados como fatores homoélogos a FGF e chamados de FHF 1, FHF2, FHF3 e
FHF4. Os FHFs ndo ativam os receptores de FGF (FGFR) e, por isso, ndo sao

considerados membros desta familia (Olsen et al., 2003).

Os FGFs sao proteinas que podem ser tanto secretadas (FGF secretadas)
ou proteinas intracelulares nao sinalizadoras (iFGFs), que servem como cofatores
para canais de sédio e outras moléculas, como B-tubulina e IKBKG (modulador
essencial do fator nuclear-kappa-B) (Ornitz e Itoh, 2015). Os FGF secretados sao
expressos em praticamente todos os tecidos e atuam de forma paracrina/autécrina,
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regulando uma grande diversidade de processos bioldgicos durante a
embriogénese, como organizagdo e padronizagdo tecidual, morfogénese e
desenvolvimento dos membros (Beenken e Mohammadi, 2009). Em adultos, os FGF
secretados funcionam como fatores homeostaticos, importantes para a manutencao,
reparo e regeneracao tecidual e metabolismo (Ornitz e Itoh, 2015) (Harmer et al.,
2004). Nas células, estes fatores regulam, tanto positivamente quanto
negativamente, varios processos fundamentais tais como sobrevivéncia, migragao,
diferenciacdo e metabolismo celular (Beenken e Mohammadi, 2009; Ornitz e Itoh,
2015)

Dentre os membros da familia, o tipo 2 (FGF2) é o protétipo e o fator melhor
caracterizado. O FGF2 é um FGF secretado que n&o possui peptideo sinal, sendo
exportado para fora da célula através de um mecanismo de translocacgao direta pela
membrana celular por um complexo chaperona que inclui sinaptotagmina-1 e a
proteina de ligacdo ao calcio S100A13 (Landriscina et al., 2001; Prudovsky et al.,
2003; Ornitz e Itoh, 2015). Também ja foi descrito que FGF2 transita por dentro da
célula, sendo inclusive encontrado no nucleo celular, por um mecanismo proposto de
interacdo com a chaperona citosélica HSP90 (heat shock protein 90) (Wesche et al.,
2006).

Apos sua secregao pelas células, o FGF2 fica imobilizado na matriz
extracelular, ligado firmemente a proteoglicanos de sulfato de heparana (HSPGs).
Os HSPGs limitam a difusdo do FGF2 pela matriz extracelular (ECM) e servem como
cofatores que regulam a especificidade e afinidade para a sinalizagdo ao receptor de
FGF (FGFR) (Ornitz, 2000). A acdo das heparanases, proteases ou proteinas de
ligacao especificas a FGF (FGFBP), liberam o FGF2 da matriz extracelular e a
interacdo deste fator aos HSPGs estabiliza o engajamento do FGF2 ao seus
receptores especificos do tipo tirosina quinase (RTK) (FGFR1, FGFR2, FGFR3 e
FGFR4) formando uma estrutura ternaria (complexo FGF2/HSPG/FGFR) que
medeia a ativagao de multiplas vias de transdugao de sinal (Burke et al., 1998; Ori et
al., 2008). Os FGFRs consistem de trés dominios extracelulares do tipo
imunoglobulina (Ig), uma hélice transmembrana simples e um dominio intracelular do
tipo tirosina quinase (TK). O segundo e o terceiro dominios Ig formam um grampo de

ligacdo ao FGF e tem dominios distintos que se ligam tanto aos FGFs quanto aos
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HSPGs. O sitio preferencial de ligacdo ao FGF estad no dominio 2 (Ig Il) e o dominio
Ig Il esta relacionado a especificidade. Formas alternativas geradas por
processamento alternativo (splicing alternativo) na Ig lll reforcam a especificidade de
ligacdo, onde as variantes llIb e lllc sdo expressas predominantemente em tecidos
epiteliais e mesenquimais, respectivamente (Ornitz et al., 1996; Turner e Grose,
2010). O FGFR4 é descrito como sendo o principal receptor para FGF2 (Ornitz et al.,
1996).

Quando o complexo FGF2/HSPG/FGFR é formado, uma série de eventos de
fosforilacdo e desfosforilagdo ocorrem no dominio intracelular TK do FGFR
recrutando proteinas adaptadoras, como FRS2a (substrato 2 a de FGFR) e PLCY1
(fosfolipase C). Essas proteinas adaptadoras, entao, ativam proteinas de diferentes
vias de sinalizagcdo relacionadas a sobrevivéncia, migragdo, proliferacao,
diferenciagdo de células e no processo angiogénico, como a via RAS-MAPK
(proteina quinase ativada por mitdégenos), que tem efeito principalmente na
proliferagéo celular promovendo entrada na fase S do ciclo celular e PI3K-AKT1 (v-
akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) que esta relacionada com a
sobrevivéncia celular e apoptose (Turner e Grose, 2010; revisado por Goetz e
Mohammadi, 2013) (Figura 5).

A relagao da via FGF com a progressao de varias doengas humanas é bem
documentada na literatura. Varias condi¢bes fisiopatolégicas estdo associadas a
desregulacao da sinalizagdo mediada por FGF, seja por ganho ou perda de fungao
dos ligantes ou devido a mutagdes nos receptores. Por exemplo, a perda de fungao
de FGF3 esta associada a surdez (Tekin et al., 2008); a sindrome de Kallman, que é
uma desordem genética associada a incapacidade de uma pessoa iniciar ou
completar a puberdade, esta relacionada com a perda de funcéo de FGF8 (Hardelin
e Dode, 2008); o raquitismo hipofosfatémico (paciente que possui deficiéncia na
absorcgao intestinal de calcio e fosfato, além de nao responder a vitamina D) esta
ligado a ganho de funcdo de FGF23 (Consortium, 2000); a sindrome de Pfeiffer,
doenca genética rara que causa fusao prematura dos ossos do cérebro, maos e pés,
€ causada por mutacbes em FGFR1 e FGFR2 (Giancotti et al., 2017); e a
acondroplasia, forma genética mais comum do nanismo esta associada a mutacgdes

no FGFR3 (Ornitz e Legeai-Mallet, 2017).
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Figura 5. Sinalizagao mediada pelo sistema FGF/FGFR

A ligacdo de FGF ao FGFR induz dimerizagdo do receptor promovendo uma
transfosforilagdo da porg¢ao quinase do receptor. O FGFR ativado, ativa outros substratos
intracelulares por fosforilagao, ativando diferentes vias de sinalizagado e gerando diversas
respostas celulares. Os principais substratos da quinase de FGFR sdo FRS2A (FGFR
substrate 2 a e a PLCY1. (A) FRS2A ativado se liga a proteina adaptadora GRB2 que
recruta SOS que ativa RAS (GTPase), iniciando a ativagdo da cascata da MAPK. MAPK
ativada se transloca do citoplasma para o nucleo onde fosforila fatores de transcricao,
como FOS para induzir transcricdo de genes especificos. O resultado dessa via é
primariamente proliferagdo celular, mas também promove diferenciacdo e migracao
celular. (B) Recrutamento e fosforilagdo de PLCY1 dispara vias de sinalizagbes
importantes para a migragéo e diferenciagéo celular, podendo influenciar nas vias MAPK
e AKT. A via por PLCY1 induz ativagado de NFAT (nuclear factor of activated T cells) que
estimula a expressao de genes associados a motilidade celular. (C) O substrado FRS2A
também recruta GAB1 que ativa a quinase AKT. A ativacdo da quinase AKT inativa
efetores pro-apoptéticos como BAD (BCL-2 antagonist of cell death) e os fatores de
transcricdo FOXO (forkhead box class O), desta forma promovendo sobrevivéncia
celular. (modificado de Goetz e Mohammadi, 2013)

A estrutura quaternaria octameérica de PTX3 possui dois sitios capazes de
se ligarem a FGF2 (Inforzato et al., 2010). Leali e colaboradores (2010) mostraram
gue a menor unidade de PTX3 capaz de se ligar a FGF2 é o pentapeptideo acetilado
ARPCA (Alanina, Arginina, Prolina, Cisteina, Alanina) localizado no dominio N-
terminal aa 100-104. Esse pentapeptideo foi capaz de interferir na ligagdo de FGF2
tanto a molécula de PTX3 completa quando ao complexo HSPG/FGFR1 (Leali et al.,
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2010). Ja foi mostrado que a ligagdo de FGF2 a PTX3 inibiu a transicdo epitélio-
mesénquima (EMT) em modelo experimental de melanoma murino (Ronca, Di Salle,
et al., 2013) e a proliferagcédo dependente de FGF2 em células endoteliais in vitro e
angiogénese in vivo (Rusnati et al., 2004). De forma similar, PTX3 também inibe a
acao da isoforma b de FGF8 (FGF8b) em tumores regulados por hormdnios
esteroides, como carcinoma mamario murino e tumor prostatico humano (Leali et al.,
2011; Ronca, Alessi, et al., 2013). Dados recentes do nosso grupo também
mostraram que PTX3 inibe a proliferacao celular in vitro e a progressédo tumoral de

fibrossarcomas in vivo em camundongos NOD/SCID (Comunicagao pessoal).

Além disso, estudos tem mostrado que PTX3 também é capaz de interagir
com menor afinidade com outros membros da familia FGF, como FGF17, FGF6 e
FGF10 (Ronca, Alessi, et al., 2013; Giacomini et al., 2015), sugerindo PTX3 como
inibidor multialvo de varias moléculas de FGFs. Assim, a caracterizacdo do papel de
PTX3 no contexto das neoplasias vem sendo alvo de muitas pesquisas motivado
pela agdo desta molécula como antagonista natural capaz de comprometer fungdes
biolégicas dos FGFs como proliferagdo celular e angiogénese que tem grande

impacto na tumorigénese e progressao tumoral

1.4. O processo tumorigénico

O processo tumorigénico é descrito como sendo a origem, produgao e
desenvolvimento de tumores que esta relacionado por um acumulo de mudancgas
genotipicas e fenotipicas em células normais (Croce, 2008). Essas mudancgas
podem levar varios anos, mas uma vez fixadas, promovem o desbalango nas taxas
de proliferacdo e morte celular, e consequentemente, a perda do controle mitético,
fator crucial para a formagcado de uma massa maligna (Hanahan e Weinberg, 2000;
Hanahan e Weinberg, 2011). O descontrole proliferativo favorece que a massa
tumoral recém-formada se expanda para as é&reas adjacentes, de forma a

comprometer a integridade dos 6rgaos e tecidos.

O tumor, entretanto, ndo pode ser visto apenas como sendo um agregado de
células cujo controle do ciclo celular se encontra deficiente, mas sim como um tecido

complexo heterogéneo, formado por células normais, que sao geneticamente
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estaveis, e pelas células neoplasicas (Quail e Joyce, 2013). A relagdo harmodnica
entre os diferentes tipos de células que compde o tumor € a uma das principais
caracteristicas que define o microambiente tumoral (TME). Além disso, o TME é
conhecido por evoluir constantemente em resposta a fatores ambientais e a sinais
oncogénicos, dificultando ainda mais a ja dificil compreensdo e tratamento do

cancer.

Hanahan e Weinberg (2000) elencaram os principais hallmarks
(propriedades) que eles acreditam governar o sucesso do crescimento tumoral e da
disseminacdo metastatica: (1) escape dos sinais anti-proliferativos; (2) potencial
replicativo ilimitado; (3) indugéo da angiogénese; (4) resisténcia a morte celular; (5)
manutencado dos sinais pro-proliferativos e (6) invasao tecidual e metastase. Mais
recentemente, os proprios autores destacaram que outras novas capacidades
também sdo importantes para a progressao tumoral: (7) capacidade de
reprogramacao do metabolismo celular; (8) fuga da resposta imunolégica das células
natural killer, macréfagos e linfécitos T e B; (9) mutagdes e instabilidade genética e
(10) inflamagao promovida por tumores (Hanahan e Weinberg, 2011). A enumeragao
de todas essas propriedades revela a substancial complexidade do processo

tumorigénico.

A imortalidade replicativa, € uma funcao descrita como sendo a capacidade
da célula em superar o numero limitado de ciclos de crescimento e divisao celular
sucessivos, uma das principais caracteristicas encontradas nas células neoplasicas
€ o ganho de funcédo da telomerase, DNA polimerase especializada em adicionar
telomeros — repeticbes em tandem de hexanucleotideos — nas pontas dos
cromossomos (Buolamwini, 1999). Os niveis proteicos da telomerase sao
praticamente ausentes em células ndo neoplasicas, mas foi observado que em 90%
das células imortalizadas espontaneamente ou em células neoplasicas possuem
altos niveis de expressdo da telomerase. A producido constitutiva da telomerase
pelas células tumorais é uma vantagem, pois a produgédo continua dos telémeros
ajuda na protecao das pontas das cromatides, diminuindo a chance de fusbes ponta-
a-ponta com outras cromatinas, que levam a variagdes no cariétipo e a morte celular
(Hanahan e Weinberg, 2011).
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Outros mecanismos muito importantes sao o escape das células tumorais a
acao de supressores de crescimento e perda da inibicdo do crescimento por contato
célula-célula (inibicdo por contato). Por exemplo, as proteinas TP53 (tumor protein
p53) e RB (retinoblastoma-associated), controlam os programas de apoptose e da
senescéncia celular, sdo gatekeepers, ou seja, controlam a decisdo que indica para
as células se elas devem ou n&o entrar no ciclo de crescimento e divisdo celular, e
defeitos na produgdo destes dois genes, estd amplamente relacionado com a
progressao tumoral (Dick e Rubin, 2013; Kim et al., 2015). Os tumores também nao
entram em senescéncia e apoptose em resposta aos sinais provenientes do contato
célula-célula, por dois mecanismos principais. O primeiro tem a ver com a perda de
funcao da proteina STK11 (serina/treonina 11-quinase), que funciona organizando a
estrutura epitelial e mantendo a integridade do tecido. Entretanto, STK11 é descrita
como um forte antagonista dos efeitos pré-mitogénicos de MYC (proto-oncogene
MYC, homodlogo do oncogene viral de mielocitomatose aviaria V-myc) e quando ha
perda de fungdo de STK11, a integridade celular se desestabiliza e as células se
tornam susceptiveis a transformagao induzida por MYC (Partanen et al., 2009). O
segundo mecanismo tem a ver com a perda de fungdo das proteinas
NF(neurofiboromina)1 e NF2, cuja funcdo € orquestrar a inibicdo do contato célula-
célula por facilitar o acoplamento de moléculas de adeséao de superficie, como a E-
caderina, com receptores tirosina quinase transmembrana, como os receptores
EGFR e FGFR, impedindo que estes receptores ativem vias de sinalizacédo
relacionadas com a proliferacdo, migracdo e transformacgao celular (Hanahan e
Weinberg, 2011; Bruzek et al., 2017).

Recentemente foi mostrado que centenas de RNA regulatérios (micro-RNA)
também tém sido relacionados com diferentes fenotipos tumorais (Garzon et al.,
2010). Os miRNAs sao uma classe de RNAs pequenos nao codificantes (de
aproximadamente 20 a 22 nucleotideos) encontrados em uma variedade de
organismos, como virus, plantas e animais e cuja principal fungao é ditar a regulagéo
génica pos-transcricional através da ligagao a fita de varios RNAs mensageiro
(mRNA), levando a uma inibigdo da tradugcédo ou a degradagao da fita codificadora
(Bartel, 2009). Em condigdes fisiolégicas normais, os miRNA agem por mecanismos

de feedback regulando processos biolégicos importantes como a apoptose,
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proliferacéo e diferenciagéo celular (Bruce et al., 2015). Por outro lado, a literatura
vem reportando que desregulagdo de um unico miRNA modifica profundamente a
expressao de centenas de mRNAs, favorecendo a transformagéo celular (Reddy,
2015). Jin e colaboradores em 2011 mostraram que a expressao positiva de miR-
149 foi encontrada em isolados de melanoma metastatico em pacientes humanos,
onde miR-149 inibe a tradugdo do mRNA do gene supressor de tumor TP53 (Jin et
al., 2011).

O sucesso da expansdo do microambiente tumoral (TME) também esta
diretamente ligado a biodisponibilidade continua de oxigénio e nutrientes (Hanahan
e Weinberg, 2011). Para isso, as células neoplasicas sao especializadas em
secretar um conjunto de fatores proteicos que estimulam a producdao de vasos
sanguineos para dentro da massa tumoral, no processo conhecido como
angiogénese (Carmeliet e Jain, 2000). A angiogénese € essencial para fendbmenos
fisioldgicos normais do desenvolvimento, como a organogénese, e para condigdes
fisioldgicas normais no individuo adulto, como a reparagédo de injuria tecidual e a
formagao do endométrio e da placenta (Dewitt, 2005) e € um processo estritamente
regulado por um balango sutil entre moléculas pré- e anti-angiogénicas sendo o
desequilibrio dessas moléculas descrito como facilitador do desenvolvimento n&o s6
de tumores como também de diversas outras doengas, como a psoriase (Yamamoto,
2013), a artrite reumatoide (Wang et al., 2012), a retinopatia diabética (Yoshida et
al., 1999), a inflamacao crénica, a aterosclerose (Ozaki et al., 2006; Kobayashi e Lin,
2009). No que se refere ao cancer, a angiogénese € um mecanismo chave para o
sucesso do progresso tumoral (Ribatti, 2008), pois favorece sua proliferagao,

invasao local e metastase hematogénica (Carmeliet e Jain, 2000; Alessi et al., 2009).

Entre as dezenas de fatores angiogénicos e citocinas que sao altamente
expressas em tumores, membros da familia dos VEGFs (fator de crescimento
endotelial vascular) e seus receptores (VEGFRs) tem sido investigados
extensivamente devido a capacidade de promoverem o crescimento de células
vasculares endoteliais derivadas de artérias, veias e de vasos linfaticos (Ziche et al.,
2004). Apesar dos esforgos no desenvolvimento de estratégias anti-angiogénicas
para tratamento clinico de canceres com base na inibigao do sistema VEGF/VEGFR,

muitos pacientes em diferentes estagios de progressao neoplasica mostraram-se
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resistentes a essa abordagem devido a uma complexa resposta compensatdria que
mantém a indugdo angiogénica a partir da expressao de outros fatores (Tassi e
Wellstein, 2006). Evidéncias experimentais indicaram que a regulagado positiva do
sistema FGF2/FGFR é um dos principais fatores que promovem resisténcia a drogas
que bloqueiam VEGF, e que o controle desse sistema pode ser um mecanismo de

evasédo ao tratamento anti-VEGF em canceres (Alessi et al., 2009).

Desta forma, é importante identificar moléculas inibidoras e ativadoras da
proliferacdo, migracdao, sobrevivéncia e diferenciacdo celular, bem como da
angiogénese no sentido de caracterizar seus papéis nesse processo, seus ligantes e
vias de sinalizagcdo celular. Essa abordagem ¢€ vista como uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de terapias visando o tratamento e prevencéao
de doencas dependentes de angiogénese, dentre elas o cancer (Alessi et al., 2009;
Carmeliet e Jain, 2011).

No caso dos melanomas, que € um tipo de tumor maligno proveniente de
melandcitos, células especificas pigmentadas encontradas na camada basal da
epiderme. (Kibbi et al., 2016), varios fatores ja foram identificados como cruciais para
o crescimento, a neovascularizagao e a atividade metastatica de melanomas, como
mutacdes de ganho de fungdes dos proto-oncogenes B-RAF e N-RAS (Brose et al.,
2002; Dong et al., 2003; Goydos et al., 2005), falta de atividade do supressor de
tumor TP53 (Liu e Sheikh, 2014), ativagdo constitutiva da via PIBK-AKT (Figura 6)
(Hennessy et al., 2005) e alteragbes no numero de cépias de DNA de genes de
microRNA (miRNA) (Zhang et al., 2006). Adicionalmente, alguns fatores pro-
angiogénicos, especialmente o VEGFA e os FGFs, ja sdo amplamente descritos
como cruciais para a progressado da angiogénese associada a tumores, incluindo os

melanomas (Bayer-Garner et al., 1999; Prager et al., 2012).

A expressdo aumentada do fator pré-angiogénico e pro-mitético FGF2 e de
seus receptores promove um J/oop autocrino poderoso de estimulacdo vital para o
desenvolvimento neoplasico (Presta et al., 2005; Nissen et al., 2007). Além disso, o
FGF2 é descrito como sendo um indutor de VEGFA, de PI3K-AKT e da via RAS-
RAF-MAPK (Seghezzi et al., 1998; Goetz e Mohammadi, 2013), como mostrado na

Figura 5, e um dos alvos mais importantes para a terapéutica de melanomas
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(Graeven et al., 2001; Tsunoda et al., 2007; Ronca, Di Salle, et al., 2013). A via de
sinalizacao dos fatores de crescimento de fibroblastos desempenha um papel crucial
no cancer, afetando o crescimento do tumor, angiogénese, resisténcia aos
medicamentos e fuga de terapia anti-angiogénica do VEGFA. Assim, a investigagao
do efeito antagonista de proteina PTX3 no sistema FGF2/FGFR4 se torna uma
importante ferramenta para o tratamento de tumores associados de FGF2, como os

melanomas malignos.
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Figura 6. Esquema das vias RAS/RAF-MEK-MAPK e PI3K-AKT em
melanoma.

Esquema das vias efetoras de sinalizacdo RAF-MEK-MAPK e PI3K-AKT e as mutacbes
que mais frequentemente ativam essas vias em pacientes com melanoma. As mutacoes
no oncogene NRAS, encontradas em aproximadamente 10-20% dos melanomas, ativam
ambas as vias efetoras. A via RAF-MEK-MAPK também pode ser ativada através de
mutagdes no gene BRAF, encontradas em aproximadamente 50% dos melanomas. Em
um subconjunto de melanomas, as MAPK quinases mostraram ser constitutivamente
ativas mesmo na auséncia de mutacdées NRAS ou BRAF. A via PI3K-AKT pode ser
ativada através da perda ou mutagdo do gene supressor tumoral PTEN, ocorrendo em
30-50% de melanomas, ou através da amplificagdo do gene da isoforma AKT3. Embora a
frequéncia exata da amplificacdo do gene AKT3 seja desconhecida, a quinase AKT3 é
ativada constitutivamente em aproximadamente 60% dos melanomas. A ativagcdo de
MAPK e / ou AKT promove o desenvolvimento de melanoma por varios mecanismos,
incluindo estimulagao da proliferagao celular e maior resisténcia a apoptose (Modificado
de Chudnovsky et al., 2005).
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2. Justificativa e relevancia

O descontrole do ciclo mitético e proliferativo das células tumorais associado
ao aumento da capacidade de migracéo e crescimento independente de ancoragem
bem como da promocdo da angiogénese favorecem o desenvolvimento,
sobrevivéncia, invasdo local e metastase hematogénica das células tumorais. A
elucidacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a estas alteragcbes e a
identificacdo de novas moléculas capazes de inibi-las &, portanto, imprescindivel no

desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

Um dos mecanismos que estimula o processo tumorigénico e progressao de
neoplasias é a regulacao positiva dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF).
A expressao alterada de FGF2 em diferentes tipos de tumores, como prostata,
mama, bexiga, rim, cancer de célon e melanomas ja foi reportada. Nesses casos, a
sinalizacdo aberrante de FGF2 é crucial para o desenvolvimento tumoral,
favorecendo a proliferagdo e resisténcia das células a apoptose, aumentando a
motilidade e a capacidade de invasdo, bem como ampliando a resisténcia a

quimioterapia (Rusnati et al., 2004; Leali et al., 2009).

A Pentraxina-3 (PTX3) é uma glicoproteina de fase aguda pleiotrépica com
fungdes biologicas nao-redundantes na fertilidade feminina e na imunidade inata
(Garlanda et al., 2002; Moalli, Paroni, et al., 2011; Ronca, Di Salle, et al., 2013).
Niveis alterados de PTX3 foram encontrados em cancer de préstata (Stallone et al.,
2014), lipossarcoma (Willeke et al., 2006), cancer do tecido glial (Locatelli et al.,
2013), de pulméo (Diamandis et al., 2011) e de carcinoma pancreatico (Kondo et al.,
2013). Em 2010, foi mostrado que a organizagao multimérica de PTX3 promovida
pelo dominio N-terminal exclusivo gera dois sitios especificos de interagdo proteina-
proteina com o FGF2 (Inforzato et al., 2010). A interagdo entre PTX3-FGF2 foi capaz
de inibir as agdes de FGF2 na angiogénese em modelos de membranas
corioalantdicas de embrido de galinha, na migragdo de células do musculo liso
aortico e na proliferacao de células de melanoma murino B16-F10 (Rusnati et al.,
2004). A acédo antagonista de PTX3 aos efeitos biologicos do FGF2 descortina a
possibilidade de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no tratamento
de doencas dependentes de angiogénese e de neoplasias (Alessi et al., 2009; Leali

et al., 2011). Entretanto, ainda nado é sabida a interferéncia direta de PTX3 sobre
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caracteristicas importantes para a progressdao tumoral tais como proliferacdo e
migracao celulares, crescimento independente de ancoragem, expressado génica dos
FGFs e de seus receptores, expressdo de microRNAs envolvidos na regulagdo de
proto-oncogenes da via MAPK (como MEK) e de genes supressores de tumor (como
TP53) das células derivadas de varios tipos de tumores, dentre eles, os melanomas
malignos, fibrosarcomas e adenocarcinoma colorretal. Também n&o foi esclarecido
se a possivel atividade atribuida a PTX3 é decorrente apenas da inativacdo da acgéo

bioldgica dos FGFs ou abrange outros mecanismos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de PTX3 sobre a taxa de
proliferacdo, migracao, crescimento independe de ancoragem e sobre o perfil de
expressao de genes e microRNAs relacionados a progressdo tumoral em células
neoplasicas humanas derivadas de fibrosarcoma (HT-1080), adenocarcinoma
colorretal (HCT-116) e de melanoma maligno (SK-Mel-37 e SK-Mel-188).

Os resultados deste trabalho contribuirdo para o melhor entendimento do
papel de PTX3 na biologia dos tumores e subsidiardo novos estudos visando avaliar
o papel de PTX3 na biologia dos tumores bem como seu potencial como nova

molécula com atividade anti-tumoral.
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3. Objetivos

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

3.1. Geral

Caracterizar a atividade biolégica de PTX3 sobre células tumorais humanas.

3.2. Especificos

Caracterizar o padrdo de expressédo basal dos genes PTX3 e FGF2 nas
células tumorais humanas de fibrossarcoma (HT-1080), adenocarcinoma
colorretal (HCT-116) e melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188;

Avaliar as modificagdes promovidas pelo tratamento com a proteina PTX3
recombinante humana (rhPTX3) sobre a taxa de crescimento das células
tumorais HT-1080, HCT-116, SK-Mel-37, SK-Mel-188 e do fibroblasto
humano GM-637;

Avaliar as taxas de migragao e crescimento independente de ancoragem nas
células tumorais de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel188 tratadas com
rhPTX3;

Analisar as modificagbes no padréao de expressao dos genes FGF2, FGFR1,
2 e 4, FGFBP, IL1B, TNFA, PTX3 e VEGFA promovidas nas células HT-
1080, HCT-116, SK-Mel-37 e SK-Mel-188 em resposta ao tratamento com
rhPTX3;

Analisar o impacto do tratamento com a proteina rhPTX3 sobre o padrao de
expressdo dos micro-RNAs miR-10a, miR-17, miR-21, miR-29b, miR0149,
miR-150, miR-155, miR-188, miR-199a, miR-208a, miR-210, miR-214, miR-
221, miR-491 nas células de melanoma humano SK-Mel-37 e SK-Mel-188;

Gerar linhagens estaveis dos melanomas humanos SK-Mel-37 e SK-Mel-188
transfectadas com o cDNA completo do gene de PTX3 humano;

Avaliar o impacto da expressdo aumentada de PTX3 sobre a taxa de
proliferacdo das células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188
transfectadas com o cDNA de PTX3 humano;

Investigar o padrao de crescimento de tumores induzidos experimentalmente
pela injecao de células de melanoma humano SK-Mel-37 transfectadas com
o cDNA de PTX3 humano em camundongos Balb/c nude.
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4. Material e métodos

4.1. Delineamento experimental

EXPANSAO DAS CELULAS
TUMORAIS HUMANAS

‘- | Controle microbiolégico |
L{ Controle genético ‘

Andlise da expressao génica basal
das células tumorais humanas

Classificagdo em FGF2NULULOWMIDHIGH o
PTX3NULL/OW/MID/HIGH

ENSAIOS DE EXPRESSAO ENSAIOS FUNCIONAIS

‘ GEr\’lICA

- Tratamento com rhPTX3
microRNA Estabelecimento de células

maduros transfectadas com PTX3

Busca bibliografica de dos iniciadores FIOC e e Iile

miRNA candidatos ‘ _M‘ _‘ ol l Transformagéo de bactéria ‘
‘ Extragdo de RNA total, Igragao celufar
Extracdo de RNA total, quantificacéo, qualidade ‘
quantifiqagé\oZ qualidade e integridade Crescimento independente l Analise da expressdo génica I
e integridade de ancoragem
| Transfecgdo das células de melanoma |
Expressao relativa Otimizag&o da eficiéncia —{ Proliferagao celular
gPCR das reagdes de gPCR
Expressao relativa XENOTRANSPLANTE
gqPCR in vivo

Figura 7. Fluxograma representativo do delineamento experimental da
avaliagao do efeito de PTX3 em células tumorais humanas.

Células provenientes de tecidos neoplasicos foram classificadas quanto ao nivel de
expressao basal dos genes PTX3 e FGF2 em NULL, LOW, MID e HIGH. As linhagens que
expressavam FGF2 foram avaliadas quanto a proliferagao e migragao celular, capacidade
de formagao de colénia sem necessidade de ancoragem, expressao génica de fatores pro-
proliferativos (FGF2, FGFBP, FGFR1, FGFR2, FGFR4 e VEGFA), de PTX3 e de citocinas
pro-inflamatorias TNFA e IL1B. As linhagens de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188
também foram avaliadas quanto ao nivel de expressdo de micro-RNAs relacionados com a
melanogénese e progressao tumoral. Também foi avaliada a taxa de proliferagao celular de
linhagens de melanoma transfectadas com o cDNA de PTX3. As células transfectadas foram
inoculadas em camundongos atimicos Foxn1"/" para analise da tumorigénese in vivo.
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4.2. Proteina PTX3 recombinante humana

A proteina PTX3 recombinante humana (rhPTX3) foi fornecida pela
pesquisadora Dra. Cecilia Garlanda (Humanitas Clinical Institute, Rozzano, Milao,
Italia). Esta proteina foi produzida em células CHO (ovario de hamster chinés) e
purificada por imunoafinidade em condi¢des livre de endotoxinas (Rivieccio et al.,
2007). A pureza de PTX3 foi avaliada por SDS-PAGE e a baixa contaminagao por
LPS pelo ensaio LAL (Limulus Amebocyte Lysate; < 124 pg de LPS / mg de

proteina) e verificada pela auséncia de estimulo para sintese de IL6 em mondcitos.

4.3. Linhagens de células tumorais humanas

As linhagens humanas de fibrossarcoma (HT-1080) e adenocarcinoma
colorretal (HCT-116) foram obtidas do ATCC (American Type of Culture Collection,
cédigo CCL-121 e CCL-247, respectivamente). As linhagens de melanoma SK-MEL-
37 (RRID: CVCL_3878) e SK-MEL-188 (RRID: CVCL_6098) sao provenientes do
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (Nova lorque, EUA). As células de
fibroblasto humano GM-637 imortalizadas com o antigeno viral SV-40 (virus simian
40 de Polyomavirus maccacae) foram gentilmente doadas pelo pesquisador Dr. Luiz
Fernando Lima Reis (Hospital Sirio-Libanés). Todas as linhagens tumorais s&o
tumorigénicas e compostas por células que crescem aderidas formando

monocamada. Outras caracteristicas estdo listadas na Tabela 3.

Todas as células empregadas neste trabalho foram autenticadas quanto a
origem humana pela comparagao genémica do perfil de STR (short tandem repeats,
Kit StemElite ID System™, INMETRO) comparado ao do banco de dados do ATCC.
As linhagens utilizadas no estudo estéo livres de contaminacdo por micoplasma e
avaliagdes periddicas da manutencao deste status foram feitas por técnica de PCR

duplex, padronizada no Laboratério de Genética Experimental (LGEX).

As células foram expandidas e lotes de células foram criopreservadas para
que os experimentos fossem realizados utilizando células sempre na mesma

passagem.
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Tabela 3. Caracteristicas das linhagens de células tumorais humanas
utilizadas.

Tecido de Meio

Célula Origem Cariétipo Morfologia de cultura

46 cromossomos - variando de

44-48
HT 1080 Fibrossarcoma Presenca de pseudoploidia Epitelial DMEM (Gibco)

Ocorréncia da perda do
cromossomo 11

62% das células apresentam 45

Carcinoma Cromossomos
HCT 116 colorretal 6,8% apresentam poliploidia Epltehal McQoy 5A
poligonal (Sigma)
50% apresentam auséncia do
cromossomo Y
Melanoma
SK-Mel-37 Maligno BRAF V600E Epitelial DMEM
amelanocitico (Gibco)
Melanoma DMEM
SK-Mel-188 Maligno BRAF V600E Fibroblastéide .
y (Gibco)
melanocitico

4.4. Expansao e criopreservagdo das linhagens de células
tumorais humanas

No procedimento de descongelamento das linhagens de células tumorais
humanas (Tabela 3), as ampolas contendo as células criopreservadas em nitrogénio
liquido (-150 a -196 °C) foram rapidamente descongeladas em banho-maria a 37 °C
e as células foram gotejadas em 5 ml de meio especifico suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) testado quanto a contaminagcdo por micoplasmas, virus e
endotoxinas (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Sigma), 1% de antibidticos (100 U/ml de
penicilina e 10 pg/ml de estreptomicina (Sigma)) pré-aquecido a 37 °C em garrafas
de cultura com 25 cm? de superficie de crescimento (T25) (TPP). Cada garrafa foi
incubada em estufa a 37 °C com atmosfera umida e saturada com 5% de COz2 (gas
carbonico). Apds 24 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido para
remogao das células ndo aderidas e dos residuos do crioprotetor DMSO (dimetil-
sulfoxido; Sigma). Alternativamente, durante o descongelamento, as células eram

gotejadas num tubo de fundo cbnico de 15 ml esterilizado contendo 5 ml de meio
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especifico com 10% de FBS a 37 °C. O tubo era, entéo, centrifugado a 800-1200
rpm (Sorval RT-6000B, rotor H-1000B, equivaléncia de 134-300 x g) por 3 minutos e
o0 sobrenadante descartado por inversdo do tubo para a remog¢ao completa do
DMSO. O precipitado celular era ressuspendido em 5 ml de meio 10% FBS e a
suspencao contendo as células colocada em garrafas T25 que eram incubadas em

estufa a 37 °C com atmosfera iUmida e saturada com 5% de CO..

Quando a monocamada celular atingia uma confluéncia estimada em 70 a
80%, o meio de cultura das células era removido, as células lavadas uma vez com 8
ml de PBS 1x (salina tamponada com fosfato) pré-aquecido a 37 °C para remogao
completa do FBS e de debris celulares. O PBS era entdo removido € 0,5 ml de uma
solugdo estéril contendo 0,15% de tripsina (Gibco, BRL) e 0,53 mM de EDTA
(Affymetrix) pré-aquecida a 37 °C eram adicionados gota-a-gota na monocamada
celular e as células incubadas por 1 a 2 minutos a 37 °C. A tripsina € uma enzima
com atividade proteolitica que cliva os peptideos no lado C-terminal de residuos de
lisina e arginina das proteinas de adesao celular e facilita o desprendimento das
células das garrafas tratadas para cultura celular. A tripsina é inibida pela agéo de
inibidores de proteases presentes no FBS, como ai-antitripsina e az-macroglobulina.
Assim que as células comecavam a desprender, a monocamada era lavada com
jatos de 5 ml de meio especifico contendo 10% de FBS para facilitar o

desprendimento das células da garrafa e inibir a agao da tripsina.

Uma aliquota da suspensao celular era coletada e utilizada para contagem e
avaliagao da viabilidade celular. A contagem era feita com o auxilio de uma camara
de Neubauer e a viabilidade avaliada usando o corante vital Azul de Tripan 0,5%
(Sigma). O azul de tripan € um corante impermeavel pela membrana celular de
células viaveis. A membrana das células ndo-viaveis € permeavel ao Azul de Tripan
tornando as células azuis na sua presenga. Com base no numero de células viaveis,
as células eram repicadas em novas garrafas de cultura com 75 cm? (T75) ou 150
cm? (T150) de area de crescimento respeitando a taxa de repique especifica para
cada célula (Tabela 3). Essa expansdo se fez necessaria para a obtencido de
quantidade de célula suficiente para o congelamento de, no minimo, 10 ampolas

contendo de 1,6 a 2,1 milhdes de células por ampola. Duas aliquotas contendo 2
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milhdes de cada célula era utilizado para extracdo de DNA e verificagcdo da

contaminagao por micoplasma, conforme método descrito no tépico 4.5 abaixo.

Para armazenamento, as células foram colocadas no meio especifico
suplementado com 50% de FBS e 10% de DMSO e estocadas em freezer -80 °C por
24 a 72 horas sendo, em seguida, transferidas para container (Locator 8 —
Thermolyne) contendo nitrogénio liquido para armazenamento em longo prazo. Apos
uma semana, uma ampola era descongelada para a certificacdo da eficiéncia do

procedimento de criopreservacao.

4.5. Monitoramento da contaminagao por Micoplasma

As bactérias do género Mycoplasma sdao uma das principais fontes de
contaminagao das culturas celulares e causam alteragdes da morfologia celular, taxa
de proliferagéo e estabilidade genética das células, prejudicando a robustez e a
confiabilidade dos resultados cientificos. Devido ao tamanho pequeno (0,3-0,8 um) e
auséncia de parede celular, a visualizacao e deteccdo de micoplasma em culturas
celulares é uma tarefa dificil e requer técnicas precisas e rapidas. Para monitorar a
presenca de contaminacdo das células empregadas neste trabalho, -padronizamos
um protocolo de PCR duplex para amplificagdo, na mesma reacédo, do gene que
codifica para o rRNA (RNA ribossomal) 16S de Mycoplasma sp. e o gene de
expressao constitutiva GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) de Homo

sapiens a partir de DNA gendmico extraido das células de interesse.

4.51. Extracao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Peter W.
Laird (Laird et al., 1991). Brevemente, cada aliquota contendo aproximadamente 2
milhdes de células era centrifugada a 300 x g por 5 minutos, o sobrenadante
descartado e o precipitado lavado 3 vezes com PBS 1X. Aseguida de centrifugagao
a 300 x g por 5 minutospara remocéo de todo resquicio de meio de cultura presente

nas células.

Ao precipitado celular, eram adicionados 0,5 ml de tampao de lise (100 mM
Tris.HCI pH 8.5, 5,0 mM EDTA, 0,2% SDS, 200 mM NaCl e Proteinase K 100 pg/ml)
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e a suspensdo mantida sob agitagdo no Thermomixer (Eppendorf) a 600 RPM por 2
horas a 37 °C. Apds esse procedimento, eram adicionados 0,5 ml de isopropanol e
os tubos homogeneizados por inversdo até obtengdo do enovelamento do DNA. As
amostras eram mantidas por 5 min a temperatura ambiente e, em seguida,

centrifugadas por 5 min a 8600 x g para precipitacao do DNA.

Apds o descarte do sobrenadante, o DNA precipitado era ressuspendido
com 0,5 ml de etanol 70% em agua ultra-pura (Milli-Q) e a amostra centrifugada
novamente a 8600 x g por 5 min. Em seguida, o sobrenadante era descartado por
inversao, o precipitado incubado a 55 °C por 15 min para secagem completa e, em
seguida, o DNA era diluido em 40 pl de agua Milli-Q autoclavada e estocado em

geladeira.

A quantificagdo de amostras diluidas 1:10 em agua ultra-pura era feita por
espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no
comprimento de onda de 260 nm. Para o calculo da concentracido do DNA extraido
foi utilizada a férmula ¢ = (A * €)/b (onde, ¢ = concentragdo de acido nucleico em
ng/ml. A = a absorbancia em AU. € = o coeficiente de extingdo depende do
comprimento de onda em ng-cm/ml (DNA, fator 50). b = tamanho do percurso em
cm). A estimativa da contaminagao por proteina e sal nas amostras foi feita pela
razao de absorbancia a 260/280 nm e 260/230 nm, respectivamente. Foram
considerados de boa qualidade as amostras de DNA que apresentaram razao entre
1,8 e 2.2

452. PCR duplex para identificagdo de micoplasma e
descontaminacgao de linhagens contaminadas

Para realizacdo da PCR duplex, utilizamos um par de iniciadores
previamente descritos como sendo especificos para amplificagdo de uma regido de
270 pb do gene rRNA 16S de Mycoplasma sp.: GPO-3 (5'-GGG AGC AAA CAG
GAT TTA ATA CCC T-3 ') e MGSO (5'-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC
CTC-3') (Young et al., 2010). Como controle interno da presenca de DNA gendmico
nas amostras, foram desenhados dois iniciadores para o gene GAPDH utilizando a
ferramenta Primer3 (NCBI). Os iniciadores Fw: 5'-CTC TCT GCT CCT CCT GTT C-3'

e Rv: 5-GAT GAT GAC CCT TTT GGC TC-3' amplificam um fragmento de 437 pb
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correspondente ao éxon 6 de uma regido conservada do gene humano (geneBank
namero NC_000012.12 Homo sapiens). Os parametros como a energia livre de
Gibbs (kcal/mole) e a temperatura de melting (° C) foram avaliados utilizando a
ferramenta OligoAnalyzer (IDT/DNA) (a Tabela 4 detalha os valores aceitos para

cada parametro).

Para otimizacdo das reacdoes de PCR, usamos como modelo um DNA
genbmico extraido de uma linhagem celular humana (SK-Mel-5) previamente
conhecida como positiva para micoplasma por PCR usando os primers GPO-3 e
MGSO. Foram testadas diferentes quantidades de DNA gendémico (1.000 a 0,01 ng),
iniciadores (0,25, 0,5, 0,75 e 1 pmol / ul), DMSO (1,0, 1,5, 2,0 e 2,5%), MgCl2 (1,0,
1,5 e 2,0 mM) e Tag DNA polimerase (0,05 U/ul), bem como varias temperaturas de
anelamento (TA) (52, 54, 56 °C para GAPDH; 58 e 60 °C para micoplasma). Em
seguida, o produto da PCR era fracionado eletroforeticamente a 40V durante 5
minutos seguido por 45 minutos a 110 V num gel de de agarose 1,5% e 1,5x14 cm?Z.
A condicao considerada como ideal foi aquela que apresentou dois amplicons
independentes, sem presenca de qualquer smear (borrdo) ou bandas espurias
inespecificas. O protocolo padronizado, usado no screening do grau de
contaminagédo das células empregadas neste trabalho, foi o seguinte: 100 ng de
DNA genbmico como molde, 0,25 pmol/ul de MGSO e GPO-3, 0,75 pmol/ul de
GAPDH, 1,5 mM de MgCl2, 2% de DMSO, agua ultra-pura qg.s.p. (quantidade
suficiente para) 25 ul e os seguintes paramtros do termociclador: (1x 94 ° C 30 ", 40x
94°C30",56°C1',60°C45",72°C1,1x72°C7"',4°C hold.

Para avaliacdo da presenca de micoplasma, as células HT-1080, HCT-116,
SK-Mel-37, SK-Mel-188 e GM-637 foram cultivadas por 1 semana em meio
especifico sem qualquer antibiético. Em seguida, o DNA foi extraido conforme
descrito previamente e utilizado como molde para a reagcdo de PCR. Todas as

células, a excecao da SK-Mel- 37 estavam inicialmente livres de micoplasma.

Para descontaminagao da linhagem SK-Mel-37, as células foram mantidas
em meio especifico contendo 10 ug/ml de Ciprofloxacino por 14 dias. Apds os 14
dias, as células foram mantidas em meio sem antibiético por mais uma semana e o

DNA extraido para uso como molde na reacdo de PCR duplex. O Ciprofloxacino &
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um antibiético que pertence ao grupo das fluoroquinolonas, cujo mecanismo de agéo
¢ inibir a divisédo celular de bactérias Gram-negativas e Gram-negativas por bloquear
as fungdes das proteinas DNA girase e topoisomerase tipo Il e IV, necessarias para
separar o DNA bacteriano durante a replicagédo (Ferrero et al., 1995; Drlica e Zhao,
1997).

4.6. Avaliacao do tempo de duplicacao e da taxa de proliferacao
celular

A determinagdo do tempo de duplicagdo de cada uma das linhagens

celulares foi feita para conhecimento da taxa de crescimento de cada linhagem e

estimativa da quantidade de células a serem usadas em cada experimento. Para o

ensaio foi empregado o método do MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazélio).

O ensaio de proliferagao celular usando o MTT é baseado na capacidade
das desidrogenases mitocondriais de clivarem os anéis tetrazolio do corante MTT
através de enzimas oxidoredutases de membrana dependentes de NAD(P)-H,
resultando na formagdo de cristais azuis. Estes cristais de formazan séao
impermeaveis a membrana plasmatica e, desta forma, se acumulam no interior de
células viaveis (Figura 8). A posterior adicao da solugdo SDS + dimetilformamida lisa
as células e permite a solubilizagao dos cristais gerando uma suspensao de cor azul
cuja intensidade pode ser medida por espectrofotometria e € proporcional a
quantidade de cristais formados, permitindo uma estimativa do numero de células
viaveis na cultura (Mosmann, 1983; Tada et al., 1986). Com esse método é possivel
quantificar as células metabolicamente ativas e estimar, de maneira indireta, a

proliferacédo celular com o passar do tempo.

Para determinar o duplicacdo celular, as linhagens de células tumorais
humanas foram plaqueadas em ftriplicata técnica em pogos de 0,95 cm? de area em
placas de 96 wells contendo 100 pl de meio especifico suplementado com 10% de
FBS, 1% de antibidticos e 2 mM de L-glutamina em pogos de (melanoma maligno
SK-Mel-37 1,5 x 10* células; melanoma maligno SK-Mel-188 1,0 x 104 células;
fibrossarcoma HT-1080 1,0 x 10* células; adenocarcinoma colorretal HCT-116 2,0 x

104 células e fibroblasto SV-40 GM-637 1,0 x 104 células cm?). Cada linhagem foi
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plagueada em quatro placas diferentes e as placas foram incubadas em estufa de
atmosfera umida a 37 °C e com 5% de COz2 por diferentes tempos (placas 0, 24, 48 e
72h). Apos o periodo de incubagédo de cada placa, 10 pl de solugdo recém
preparada de MTT (Sigma-Aldrich) a 5 mg/ml dissolvido em DMEM 10% FBS foi
adicionado em cada pogo e a incubada por mais 3 horas a 37 °C em estufa com

atmosfera saturada com 5% de CO:a.

SK-Mel-37 SK-Mel-188

Figura 8. Aspecto dos cristais de formazan aprisionados dentro das células
viaveis de melanoma.

As células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de FBS, antibitticos e glutamina em estufa 37 °C e 5% de CO,. Em
tempos determinados, ao meio DMEM foi adicionado uma solugdo de MTT (5 mg/ml em
DMEM 10%). As micrografias mostram a aparéncia das culturas 3 horas apds a incubagao
na presenca do MTT. Os cristais de formazan aparecem corados em azul no interior das
células sendo sua quantidade diretamente proporcional ao numero de células viaveis na
cultura. Magnitude do aumento 100 X.

Apds as trés horas, o meio contendo o MTT foi cuidadosamente removido
utilizando uma ponteira estéril de 200 ul e, em seguida, 100 pl de solugdo de
solubilizagao (dimetilformamida com 20% SDS 1:1 v/v) foram adicionados em cada
poco. As placas foram mantidas sob agitagdo a 400 rpm (thermomixer) por 2 horas
para a solubilizagdo completa dos cristais de formazan. A quantidade de formazan
foi estimada através da quantificagdo por absorbancia da luz no comprimento de
onda de 595 nm utilizando o leitor de placas Anthos 2010 (Biochrom) e o valor da
duplicacdo celular foi calculado como sendo a razdo das médias das replicatas de:

24h/0h; 48h/24h e 72h/48h.
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Para analise da taxa de proliferacdo celular em resposta ao tratamento com
a proteina PTX3 recombinante humana, as células HT-1080, HCT-116, SK-Mel-37 e
SK-Mel-188 foram plagueadas em meio contendo 10% de FBS. Apds 24 horas, o
meio foi substituido por outro contendo 0,5% de FBS e a privagao foi feita por 24 h.
A privacao de soro foi feita com a intengao de sincronizar o ciclo celular das células.
Para a linhagem SK-Mel-37, foi adicionado rhPTX3 em concentragdes que variaram
de 50 ng/ml (1,25 nmol/L) a 20 ug/ml (500 nmol/L) por 48 horas para determinacgao
da concentracédo de uso de rhPTX3. Em seguida, todas as células foram expostas a
10 pg/ml (250 nmol/L) de rhPTX3 por 24, 48 e 72 horas e ao fim do tratamento, foi

feito o ensaio de MTT conforme ja descrito.

4.7. Ensaio de Migragao celular (scratch assay)

As células HT-1080, SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram plaqueadas em 500 pl
de DMEM contendo 10% de FBS, 1% de antibiéticos e 2 mM de L-glutamina em
placas de 24 pogcos e mantidas em estufa com atmosfera umida e saturada com 5%
de CO2 a 37 °C. Apés as culturas apresentarem 100% de confluéncia, duas lesdes
de aproximadamente 2-mm de espessura, foram feitas em cada pogo na
monocamada de células com o auxilio de uma ponteira de 200 pl. Em seguida, a
monocamada foi gentilmente lavada com PBS 1X pré-aquecido a 37 °C para retirada

das células nao aderidas, removidas pela ponteira.

As células HT-1080 e SK-Mel-37 foram tratadas com 1,0 pg/ml de
Mitomicina C (MMC, Streptomyces caespitosus, Sigma-Aldrich) por 16 horas e as
culturas de células SK-Mel-188 com 1,0 ug/ml de MMC por 8 horas. Em seguida, as
células foram lavadas duas vezes com PBS 1x pré-aquecido seguido pela adigdo de
400 pl de DMEM 10% de FBS e 5,0 pg/ml (125 nmol/L) de rhPTX3. As placas foram
mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e o0 meio era reposto a cada dois dias
por até 96 horas. Duas areas independentes de cada lesdo, em trés experimentos
independentes, foram fotografadas para cada célula utilizando microscopio optico

invertido de contraste de fase e camara Motic 3.0MP.

Para analise das imagens e mensuracdo das areas das lesdes, inicialmente

foi utilizado o método de tracgar trés linhas paralelas e equidistantes conectando a
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borda esquerda e a borda direita de cada lesao. Entretanto, esse método se mostrou
laborioso e passivel de enviesamento. Por esse motivo, com o intuito de aumentar a
acuracia e eliminar o viés introduzido pela delimitagdo manual das areas,
desenvolvemos um algoritmo denominado WH_NJ. Este algoritmo foi desenhado
utilizando a linguagem do Imaged 1.49 (Rasband, 1997-2015), de forma a permitir
que a analise da area da lesao fosse feita pela medicdo do contraste existente entre
os pixels das regides com células e sem células. Assim, o algoritmo é capaz de
calcular a area da lesdo de maneira automatica, rapida e sem viés do pesquisador.
Comparamos a eficiéncia e acuracia do WH_NJ com o método manual e foi
verificado que o macro € capaz de gerar dados mais robustos do que os dados
obtidos pelo método manual, pois o0 WH_NJ calcula as areas de maneira mais
especifica, contornando toda a borda da lesdo. Este macro foi publicado na revista
BioTechniques e encontra-se disponibilizado para acesso livre pelo site do ImagedJ
(https://imagej.nih.gov/ij/macros/WH_NJ.txt) (Nunes e Dias, 2017).

A taxa de migragéo celular em resposta a PTX3 foi calculada como sendo a

area livre de células calculada pelo WH_NJ em raz&o do tempo de incubagao.

4.8. Crescimento independente de ancoragem

As linhagens de melanoma SK-Mel-37 (1,0 x 10%) e SK-Mel-188 (0,25 x 103)
foram suspendidas em 300 pyl de meio DMEM contendo 10% de FBS, 2 mM de L-
glutamina, 1% de antibidticos penicilina e estreptomicina, 0,3% (SK-Mel-37) ou
0,25% (SK-Mel-188) de agarose ultra pura autoclavada (Gibco) e 5 ug/ml de
rhPTX3. A suspensdo foi entdo aplicada em uma base de 300 pl de agar
autoclavada 0,5% em DMEM previamente solidificada em pogos de placas de 24
pocos (1,8 cm? de area de superficie / pogo) e a cultura foi incubada a 37 °C em
estufa umida saturada com 5% de CO2. Duas vezes por semana, 200 ul de DMEM
contendo 10% FBS e rhPTX3 (5 pg/ml) era adicionado ao topo da camada de
agarose. Apéds trés semanas de incubacéo, 45 coldnias provenientes de suspensio
de célula unica (single cell suspension) de cada grupo (controle e tratado) foram
fotografadas utilizando um microscopio de contraste de fase na magnificagdo de
100x.
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Para célculo da area das col6nias, construimos um segundo algoritmo,
chamado de SA_NJ, utilizando o cédigo do Imaged (Rasband, 1997-2015) de
maneira similar ao método empregado no WH_NJ, como descrito no topico 4.7
(pagina 52). O SA_NJ nos permitir calcular a area das col6nias de maneira
automatica, reduzindo o enviesamento do pesquisador onde € empregado,
tradicionalmente, a férmula classica A = .R.r, sendo R o raio maior e r o raio menor
das colonias. Porém esse método se mostra extremamente laborioso e em muitas
das vezes as colbnias ndao apresentam uma morfologia regular, invalidando o uso da
formula classica. Como descrito anteriormente para o WH_NJ, o SA_NJ também foi
validado e as medi¢cdes geradas por esse algoritmo conseguem contornar toda a
area da col6énia de maneira extremamente precisa, gerando dados mais robustos.
Este macro também foi publicado no mesmo artigo na revista BioTechniques e esta
disponivel de maneira gratuita no site do ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ij/macros/SA_NJ.txt) e (Nunes e Dias, 2017).

4.9. Anadlise da expressao génica (mMRNA)

4.9.1. Construgao dos iniciadores

A construgao dos iniciadores utilizados nesse trabalho atendeu a diferentes
critérios com a finalidade de assegurar alta especificidade e reprodutibilidade na
amplificacdo dos transcritos alvos. O resumo desses critérios € apresentado na
Tabela 4.

Inicialmente a sequéncia nucleotidica dos transcritos foi submetida a uma
analise de similaridade por alinhamento através do algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 2014) visando identificar a existéncia de
diferentes transcritos relacionados a isoformas proteicas, bem como o grau de
similaridade entre as sequéncias, assegurando que o iniciador construido possuisse

regides de anelamentos presentes em todas as isoformas do transcrito do gene alvo.
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Tabela 4. Critérios utilizados para a construgao dos iniciadores.

Tamanho do iniciador 16 — 23 nt | 6timo 20 nt

PCR em tempo real: 70 a 145 bp

Tamanho do produto amplificado PCR convencional: 250 a 650 bp

Temperatura de melting 53-60°C|Max#1,5°C
Conteudo GC % 40 - 65

Juncdo de éxon-éxon 6ntem5 -4 ntem 3’

Formacgao de dimeros AG > -9.0 *eal/yoe

Formacgao de Hairpin -2,0 < AG < 1,0 ka6
Especificidade Anelamento a todas as isoformas

nt = nucleotideos; AG energia livre de Gibbs.

Obtida a sequéncia de maior similaridade e identidade, foi utilizada a

ferramenta Iniciador3 (NCBI) para determinar os critérios usados na construgdo dos
iniciadores. A Refseq mRNA 9606 do banco de dados da NCBI foi utilizada para

referéncia humana. Os critérios adotados foram:

Tamanho do iniciador: entre 16 e 23 nucleotideos, sendo 20 nucleotideos
considerado o tamanho 6timo. Este critério foi estabelecido para minimizar a
geracdo de produtos inespecificos ocasionado por ligagdo aleatéria dos

iniciadores.

Temperatura de melting (Twm): iniciador preferencialmente entre 53 e 60 °C,
com diferenca maxima de 1,5 °C de temperatura entre os iniciadores forward

e reverse.

Conteudo GC: entre 40 e 65% do conteudo total de nucleotideos da
sequéncia do iniciador. O conteudo GC ¢é determinante na Tm. Esses dois
critérios visam evitar a formagao de estruturas secundarias, que reduzem a

eficiéncia na geracao de produtos de PCR.
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e Tamanho do produto amplificado (amplicon): para PCR convencional entre
250 e 650 bp e para PCR em tempo real entre 70 e 145 nucleotideos de

extensao.

¢ Regido de anelamento: preferencialmente nas regides de jungcbes de éxons
existentes no gene molde do transcrito em, no minimo, 6 nucleotideos na
porcao 5’ e 4 nucleotideos na porgéo 3’ da sequéncia do transcrito. Como a
sequéncia gendmica correspondente ao transcrito possui introns, o objetivo
desta estratégia é assegurar que nao haja amplificagdo do DNA gendémico

nas reacgoes de PCR.

e Valores correspondentes ao Expected (E)-value: este parametro indica o
acerto de alinhamento da sequéncia do iniciador ao transcrito (MRNA) de
interesse no banco de dados. Quanto mais proximo do zero, mais
significante é o acerto entre as duas sequéncias (iniciador com a sequéncia

do transcrito alvo).

e Formacdo de estruturas secundarias: As sequéncias candidatas dos
iniciadores que tiveram melhor E-value e anelamento especifico ao alvo,
foram avaliadas através do algoritmo OligoAnalyzer da IDT/DNA quanto a
formacgao de estruturas secundarias. Foram avaliados os valores de energia
livre de Gibbs (AG) correspondentes as estruturas de grampos (hairpin),
homodimeros (capacidade do iniciador se anelar a ele mesmo) e
heterodimeros (capacidade do iniciador forward se anelar ao reverse)
(Manthey, 2005). Valores de AG = -9 kcal/mole foram usados como

referéncia uma vez que, valores menores sao apontados inibidores de PCR.

Todos os iniciadores utilizados neste estudo foram sintetizados pela
Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) e foram produzidos em escala inicial de

25nmol e purificagdo padrao.
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49.2. Extracdo de RNA total

As células de fibrossarcoma HT-1080, melanoma SK-Mel-37, SK-Mel-188 e
adenocarcinoma colorretal HCT-116 foram plaqueadas em ftriplicatas em placas de
9,6 cm? de superficie de crescimento e incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% de CO:..
Em seguida, o meio especifico foi substituido por um contendo 10 pg/ml de rhPTX3
e as células foram novamente incubadas por 3 horas a 37 °C, 5% CO2. Em seguida,
o RNA total das células foi extraido pelo método do TRIzol® (Life Technologies)
seguindo as instrugcbes recomendadas pelo fabricante. Brevemente, o meio de
cultura dos pocos foi aspirado completamente e as células foram lavadas trés vezes
com PBS 1x pré-aquecido a 37 °C. Em seguida, o PBS 1x foi removido e 1 ml de
TRIzol® foi adicionado sobre a camada celular sendo homogeneizado varias vezes
até a perda da viscosidade. O conteudo foi, entdo, transferido para microtubos livres
de nucleases e agitado em vortex por 30 segundos. Em cada microtubo foram
adicionados 200 pl de cloroférmio (EMSURE, Merk) e a fase aquosa foi coletada
apos a centrifugacdo dos mesmos a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase
aquosa foi transferida para novo tubo e a ela foram adicionados 0,5 ml de
isopropanol (EMSURE, Merk). Os tubos foram incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente, centrifugados a 12.000 x g, 10 min, 4 °C para precipitacdo do
RNA total.

O sobrenadante foi removido e o precipitado de RNA foi lavado duas vezes
com 1 ml de etanol 75% (Sigma-Aldrich) e centrifugado a 8.600 x g por 5 min a 4 °C.
Apos as lavagens, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi deixado secar
até a evaporacado completa do etanol. O RNA obtido foi ressuspendido em 20 ul de
agua Milli-Q tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich) e 1,0 ul
de uma diluigdo /10 do RNA total foi utilizado para quantificagdo e avaliagdo da
contaminacdo por proteina e sais por espectrofotometria utilizando o equipamento
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230,
e nm, respectivamente. Foram considerados RNAs de boa qualidade aqueles que

apresentaram relacado 260/280 entre 1,8 e 2,0 e 260/230 na faixa de 1,8.

A integridade do RNA total foi avaliada por fracionamento eletroforético em

gel de agarose 1% em TAE 1x corado com brometo de etideo (BrEt 0,5 ug/ml) e,
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alternativamente, utilizando o equipamento Bioanalyzer conforme descrito no item
4.10.2. Foram considerados de boa integridade os RNAs nos quais foram
visualizadas, de forma nitida, as bandas correspondentes aos RNAs ribossomais
(rRNAs) 28S e 18S, sendo que a intensidade da banda correspondente aos 28S
com igual ou o dobro de intensidade das bandas correspondentes ao rRNA 18S e

sem arreste tipico de degradacgéao (smear).

4.9.3. Transcrigao reversa

A transcrigdo reversa foi realizada utilizando o kit ImProm-1I™ (Promega).
Aliquotas de 2,0 ug do RNA total foram incubadas a 70 °C por 10 minutos com 1,0 pl
de iniciadores ancorados oligo(dT)20 (0,5 mg/ml) e H20 Milli-Q DEPC 0,1% q.s.p 5 pl.
Os tubos foram mantidos no gelo por 5 minutos e, em seguida, foram adicionados a
reacao 4,3 ul de H20 DEPC, 4,0 yl de tamp&o ImProm 5X, 3,2 ul de MgClz (25 mM),
2,0 yl de mix dNTP (10 mM), 0,5 pl de inibidor de RNase RNasin (40 U/ul) e 1,0 ul
da enzima ImProm RT (20 U/ul). A reagao foi incubada a 25 °C por 5 min, 42 °C por

60 min e 70 °C por 15 min no termociclador (Corbett, Uniscience).

A qualidade da transcricao reversa foi avaliada pela amplificagcao, por PCR,
do gene de expressao constitutiva NOTCH2, sendo considerados cDNAs de boa
qualidade aqueles que apresentavam banda de 310 bp correspondente ao gene,

sem sinais de inibicao da reacao.

49.4. PCRem Tempo Real — SYBR Green

O perfil de expressao génica das células tumorais tratadas ou ndo com a
proteina rhPTX3, foi analisado por PCR em tempo real utilizando iniciadores
especificos para os genes PTX3, FGF2, FGFR1, 2 e 4, IL1B, IL8 e VEGFA (Tabela
7, pagina 89), utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR Green Master Mix
(Applied Technologies) na plataforma ABI 7900 HT Real Time PCR (Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA).

Para padronizacao das reacgdes, foram feitas curvas de diluicdo seriadas do
cDNA (1:10, 1:100 e 1:1000) de células que sabidamente expressavam os genes

supracitados (Nunes, 2014) utilizando concentragdes de iniciadores que variaram de
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5, 10, 15, 20, 25, 30 pmol/ul. Essa curva foi feita para cada um dos genes e as
reacdes tiveram sua eficiéncia (E) calculada pelo decaimento da curva de diluigéo
(slope) do cDNA sobre o valor Cr (cycle threshold — limiar do ciclo), usando a
Equacao 1. Foram consideradas padronizadas aquelas condicdes que apresentaram
eficiéncia de amplificagdo na faixa de 90-110% e com um pico unico nas curvas de
dissociagdo. Para todos os genes, foi utilizado um programa de ciclagem universal
(1x 50 °C 2’; 95 °C 10’; 40x 95 °C 15, 60 °C 1’). A curva de dissociacao foi obtida
por etapas sucessivas de aquecimento e resfriamento (95 °C 15, 60 °C 15’ e 95 °C
15).

Equacgao 1. Calculo de eficiéncia de amplificagao

1
E(%)= [(10)-% - 1] x 100

A analise da expressao génica foi feita utilizando a diluicao 1:10 das
amostras de cDNA de células tratadas com rhPTX3 empregando o método de
quantificagdo relativa normalizada para trés genes de expressdo constitutiva:
GAPDH, HPRT1 (Hipoxantina guanina fosforiboxiltransferase 1) e ACTB (actina
beta) e a férmula proposta por Hellemans (Hellemans et al., 2007) (Equagao 2),
onde NRQ é expressdo relativa normalizada, EACt é eficiéncia de amplificacdo dos
iniciadores dos genes 1) goi: gene de interesse e 2) refp: genes de referéncia
(calibradores); 'l € a média geométrica de f: total de genes de referéncia. Valores
negativos de expressao génica estdo reportados como sendo -1 divido pela média

dos valores NRQ do grupo tratado.

Equagdo 2. Calculo para expressao relativa normalizada utilizando trés genes
calibradores

ACt,goi

NRQ= —2——

f ACt,ref
f €l
1_[O Erefo
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4.10. Analise da expressao de micro-RNAs

As etapas referentes a analise de expressdo de miRNAs foram realizadas
em colaboragdo com a Dra. Ludmila Rodrigues Pinto Ferreira e foram realizadas no
Laboratério de Imunologia e Alergia do Instituto do Coracédo da Universidade de Sao

Paulo.

4.10.1. Extracao e quantificagdao de RNA total

Uma quantidade de 8 x 105 células das linhagens SK-Mel-37 e SK-Mel-188
foram plaqueadas em placas de 6 pogos (8 x 10% células em placas com 24 pogos
para as replicatas 02 e 03) em meio especifico (DMEM contendo 10% de FBS, 2 mM
L-glutamina e 1% de antibi6ticos penicilina e estreptomicina) e foram incubadas a 37
°C em estufa umida saturada com 5% de CO2. Quando a monocamada atingiu 80%
de confluéncia, as células foram tratadas por 3 ou 24 horas com 10 ug/ml de
rhPTX3. Em seguida ao tratamento, as células foram desprendidas das placas
utilizando 200 pl de tripsina 0,15% - EDTA 0,53 mM pré-aquecido a 37 °C e
homogeneizadas em 1 ml de meio especifico. A suspensao foi transferida para
microtubos esterilizados de 1,5 ml livres de nucleases e centrifugadas a 300 x g por
5 min. O sobrenadante foi completamente removido por aspiracdao e 500 pl de
solucéo de estabilizagdo de RNA (RNAlater, QIAGEN) foi adicionado ao precipitado
celular para inativagao de nucleases. A extracdo de RNA total foi feita utilizando o kit

mirVana miRNA Isolation, com phenol (ThermoFisher Scientific).

As amostras em RNAlater, foram adicionados 500 pl de PBS 1x esterilizado
refrigerado a 4°C e os tubos foram centrifugados a 3.000 x g por 5 min para
precipitacdo das células. O sobrenadante foi removido por aspiragcdo e ao
precipitado celular foram adicionados 300 pl de Solugdo de lise/ligacao
(Lysis/Binding Solution). Os microtubos foram agitados vigorosamente em voértex por
10 segundos para lise completa das células e obtencdo de um lisado homogéneo.
Em seguida, foram adicionados 30 ul de um aditivo de homogeinizagdo de miRNA
(miRNA Homogenate Additive) e a solugao foi colocada em vortex por 10 segundos
e mantidas em gelo por 10 min. Apds a incubagao, foram adicionados 300 pul de
solugdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1, pH 4,5, ThermoFisher

Scientific) e o microtubo foi agitado em vértex por 30 segundos e centrifugado a
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10.000 x g por 5 min a temperatura ambiente para separagao das fases aquosa e

organica.

Em seguida, aproximadamente 300 upl da fase aquosa foram aspiradas
cuidadosamente e transferidas para um novo microtubo de 1,5 ml livre de DNase e
RNase. A essa solugéo, foram adicionados 375 pl de etanol 100% a temperatura
ambiente (1,25 vezes o volume da fase aquosa coletada) e a mistura lisado/etanol
foi homogeneizada varias vezes por inversdo. A solucao foi transferida para uma
coluna de filtragdo previamente colocada em novos microtubos de 1,5 ml livres de
nucleases (tubos de coleta) e o microtubo foi centrifugado por 15 segundos a 10.000
X g a temperatura ambiente. A solugdo que passou pela coluna (flow-through) foi
descartada e a coluna com o RNA foi montada no mesmo tubo de coleta. Em
seguida, 700 ul da Solugdo 1 de lavagem (miRNA Wash Solution 1) foram
adicionadas a coluna de filtragdo e o microtubo foi centrifugado por 5 a 10 segundos
(spin). O flow-through foi descartado novamente e a coluna de filtragdo foi montada
no mesmo tubo de coleta. Em seguida, foram adicionados 500 ul de solugéo de
lavagem 2/3 (Wash Solution 2/3), a coluna foi centrifugada rapidamente (spin) no
tubo e o flow-through foi descartado. Esse processo foi repetido mais uma vez. Apds
a segunda lavagem, as colunas de filtragdo foram transferidas para novos tubos de
coleta e 100 ul de agua ultrapura livre de nucleases e pré-aquecida a 95 °C foram
adicionados no centro da coluna. O microtubo foi centrifugado a 10.000 x g por 30

segundos para recuperacdo do RNA.

O RNA obtido foi utilizado para quantificacdo e avaliagcdo da contaminacéao
por proteina e sais por espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230, € nm,
respectivamente. Foram considerados RNAs de boa qualidade aqueles que
apresentaram relacdo 260/280 entre 1,8 e 2,0 e 260/230 na faixa de 1,8. A
integridade do RNA total obtido foi avaliado no equipamento Bioanalyzer 2100

(Agilent Technologies, Inc, EUA).
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4.10.2. Anadlise da integridade do RNA total pelo Bioanalyzer

O aparelho Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc, EUA) foi utilizado
para analise da integridade dos RNAs totais extraidos. Este método baseia-se na
realizacdo de uma eletroforese capilar onde sdo empregados fluoréforos que se
intercalam aos RNAs das amostras aplicadas na matriz do gel. Apds a eletroforese,
o equipamento fornece eletroferogramas e calcula a integridade das amostras com
base na razdo de intensidade entre as bandas correspondentes aos RNA
ribossomais 18S e 28S. O resultado é dado na forma de uma pontuagao que varia
de 0 a 10, chamado de RNA Integrity Number (RIN). RNAs com RIN acima de 5 sao
considerados com qualidade, suficiente para reacdes de transcricdo reversa e PCR,
enquanto RNAs com RINs com valores maiores ou iguais a 8, sdo RNAs de
excelente qualidade e que podem ser utilizados para reagdes mais exigentes, como

RNAseq e arrays.

Para a eletroforese capilar no Agilent 2100 Bioanalyzer, inicialmente os
eletrodos do equipamento foram descontaminados da presenga de RNAses usando-
se, por 1 min, um chip contendo, em um dos pog¢os, 350 pl do inibidor de RNAses
RNaseZAP (Agilent). Em seguida, os residuos do RnaseZap foram removidos por
lavagem, por 10 segundos com 350 ul de agua ultra pura aplicados em um pogo de
outro chip capilar de RNA. Apds a descontaminacéo e lavagem, um chip capilar de
RNA Nano novo foi colocado na estagcédo de preparo do chip (chip priming station) e
9 ul de solugao gel-corante (65 ul de RNA 6000 Nano gel matrix filtrado contendo 1

ul de RNA 6000 Nano dye concentrate- ambos da Agilent) foram aplicados no pogo

® do chip. O embolo da seringa da estagédo de preparo do chip foi pressionado até
a trava, sendo destravado apo6s 30 segundos, permitindo a distribuigio homogénea
da solugdo gel-corante por todos os capilares do chip. Em seguida, 9 ul da solugéo

gel-corante foram aplicados em dois novos pogos nomeados G e G.

Em todos os demais pogos remanescentes do chip, 5 pl do fluoréforo RNA
6000 Nano marker (Agilent) foram aplicados e o chip foi, entdo, agitado em vortex
especifico para esta finalidade (IKA), e agitado a 2.000 x rpm durante 1 minuto. Uma
pequena aliquota (2 ul) de cada uma das amostras do RNA total foram aquecidas a

70 °C por 2 min e 1 pl de cada amostra foi aplicado em cada pogo do chip. Também
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foi aplicado 1 pl de marcador de RNA no poc¢o do chip correspondente ao ladder. O
chip foi entdo montado no Bioanalyzer sendo o programa selecionado o Eukaryote
Total RNA Nano Series |l.

4.10.3. Transcricao reversa

Para a sintese de cDNA a partir dos miRNAs, foi utilizado a enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific), uma transcriptase
reversa do virus da leucemia murina (rMoMuLV) que é otimizada para ensaios
baseados em TagMan. Foram utilizados na sintese do cDNA iniciadores especificos
para cada miRNA de interesse especificos para esta finalidade e fornecidos no Kit

TagMan microRNA Assays.

Para selegao dos miRNA maduros de interesse utilizamos como critério
funcdes ja descritas na tumorigénese, melanogénese, interagdo com FGF2 e PTX3,
através de buscas na literatura (APENDICE 7) e pelo uso do software IPA (Ingenuity
Pathway Analysis). Aplicando estes critérios e ferramentas foram selecionados os
seguintes candidatos: miR-10a, miR-17, miR-21, miR-29b, miR0149, miR-150, miR-
155, miR-188, miR-199a, miR-208a, miR-210, miR-214, miR-221, miR-491.

O sistema utilizado para quantificagdo dos miRNAs nas amostras foi o
TagMan e os ensaios foram adquiridos da ThermoFisher Scientific. Além dos
miRNAs descritos acima, também foram usados os snoRNAs (RNA pequeno

nucleolar) RNU44 e RNU48 como normalizadores de expressao.

A Tabela 5 mostra a sequéncia desses iniciadores e o APENDICE 7 lista em

quais tipos de cancer a expresséao alterada de cada miRNA ja foi reportada.

Foi preparado 1,0 ml de um pool dos 16 iniciadores especificos para os
candidatos selecionados(10 ul de cada iniciador na concentragéo de 5X e agua ultra-
pura livre de nucleases g.s.p. 1 ml). Em seguida, num microtubo gelado a 4 °C foi
preparado o mix de transcricdo reversa contendo 6 pl do pool de iniciadores; 0,3 pl
de dNTP (100 mM); 3,0 ul da enzima transcriptase reversa MultiScribe (50 U/ul); 1,5
pl de tampéo de transcrigao reversa 10X; 0,2 pl de inibidor de RNase (20 U/ul); 3 pl

de RNA total (480 ng) e agua ultra-pura livre de nucleases q.s.p. 15 ul. O microtubo
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foi centrifugado (spin) e mantido no gelo por 5 min. Em seguida, a reacédo de

transcricao reversa foi feita no equipamento Veriti (ThermoFisher Scientific) usando
a seguinte ciclagem: 30’ 16 °C; 30’ 42 °C; 5’ 85 °C; hold 4 °C. O cDNA sintetizado

foi diluido 1:10 para uso nas reacao de PCR em tempo real.

Tabela 5. Lista dos miRNAs maduros candidatos.

Alvo

Caodigo
miRBase

Sequéncia do miRNA maduro

hsa-miR-10a-5p

MI0000266

UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG

hsa-miR-17-5p

MI0002977

CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGU

hsa-miR-21-5p

MI0000077

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

hsa-miR-29b-3p

MIO000105

UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

hsa-miR-149-5p

MI0000478

UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC

hsa-miR-150-5p

MI0000479

UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG

hsa-miR-155-5p

MI0000681

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

hsa-miR-188-5p

MI0000484

CAUCCCUUGCAUGGUGGAGGG

hsa-miR-199a-3p

MI10000242

ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA

hsa-miR-208a-3p

MI0000251

AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU

hsa-miR-210-3p

MI0000286

CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA

hsa-miR-214-3p

MI0000290

ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU

hsa-miR-221-3p

MI0000298

AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

hsa-miR-491-5p

Alvo

MI0003126

Cédigo
NCBI

AGUGGGGAACCCUUCCAUGAGG

Sequéncia do snoRNA

RNU44

NR_002750

CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAACATGAAG
GTCTTAATTAGCTCTAACTGACT

RNU48

NR_002745

GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGC
CATCACCGCAGCGCTCTGACC
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4.10.4. PCR em tempo real - TagMan

Todos os iniciadores e sondas para deteccao da expressao de cada micro
RNA especifico constituiram ensaios Tagman (TagMan microRNA Assays)
fornecidos e padronizados pela Thermo Fisher Scientific, EUA, com eficiéncia de

amplificacdo aproximada de 100% testada e garantida pela Life Technologies.

Foi preparado um mix de reagdo contendo: 0,5 ul de 20X TagMan Micro
RNA Assays; 5 pyl de TagMan Universal Master Mix 1, No AmpErase UNG (2X); 1 pl
do cDNA diluido 1:10 e agua ultra-pura livre de nucleases q.s.p. 10 pl. A reacéo de
PCR foi feita em placas de 384 pocgos no equipamento QuantStudio 12K Flex Real-
Time PCR System (ThermoFisher Scientific) programado da seguinte forma: 10’ 95
°C; 40X 15”95 °C, 1° 60 °C; hold 4 °C. O valor de fold change dos miRNAs alvos foi
calculado com base nos valores de CTs dos snoRNAs RNU48 ou RNU44 utilizando
a formula de Livak e Schmittgen 2-22CT, Valores negativos foram reportados como

sendo -1/2-22CT A reacgdes foram feitas em duplicata ou triplicata técnica.

4.11. Obtencao das células de melanoma humano expressando
PTX3

4.11.1. Plasmideos

A obtencao de células do melanoma SK-Mel-37 e 188 capazes de expressar
niveis elevados de PTX3 foi feita pela transfeccao das células com um plasmideo de

expressao (pBABE-puro) onde foi clonado o cDNA completo humano de PTX3.

Os plasmideos utilizados neste estudo, pPBABE_mock e pBABE_PTX3, nos
foram gentilmente doados pelo Dr. Roberto Ronca, do Laboratério de Oncologia e
Imunologia do Departamento de Medicina Molecular e Translacional da Universidade
de Brescia, na Italia. O pBABE_mock constitui o vetor vazio e o pBABE_PTX3 é
constituido do vetor onde a sequéncia correspondente ao cDNA do gene de PTX3

humano foi clonado.

O pBABE-puro (Addgene) é um vetor retroviral para clonagem e expressao
do gene de interesse e que tem como marcador seletivo a puromicina. O vetor vazio

possui um tamanho de 5.169 pares de base (bp), e € composto por uma sequéncia
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5LTR (repeticdo terminal longa, na posigao 0-477), o sinal de empacotamento do
retrovirus gama da leucemia murina de Moloney (MMLVW) (542-741 bp), uma regido
gag truncada (942-1358 bp), o promotor e a origem SV-40 (regides 1421-1750 e
1601-1736 bp respectivamente), gene de resisténcia a puromicina (PuroR, 1760-
2359 bp), sequéncia 3'LTR (2580-3049 bp), ori (origem de replicacdo, 3350-3948
bp), AmpR (gene de resisténcia a ampicilina, 4098-4958 bp) e o promotor de AmpR
(4959-5063 bp) (Morgenstern e Land, 1990). O backbone do pBABE_puro também
possui uma regido chamada MSC (sitio de clonagem multipla) que possui regides de
reconhecimento para varias enzimas de restricdo, como por exemplo: Hindlll, Ncol,
Accl, BamHI e EcoRI (ANEXO II).

O cDNA completo de PTX3 (numero de acesso no GenBank: X63613)
possui tamanho de 1837 bp e foi inserido no sitio de clonagem EcoRI do pBABE
(Ronca, Di Salle, et al., 2013). Apos a transfecgdo das células, o cDNA clonado,
flanqueado pelas sequéncias LTR do plasmideo, é reversamente transcrito em DNA
(5LTR funciona como promotor de RNA Polimerase Il), que é transportado para o
nucleo e integrado ao genoma do hospedeiro, preferencialmente dentro de
promotores e/ou enhancers ativos (Lodish et al., 2014; Serrao e Engelman, 2016)
tornando a transfeccdo estavel. A selecdo e manutencdo dos clones com
transfeccao estavel é feita pela cultura das células em meio contendo o antibiético
puromicina, uma vez que nos transfectados, ha expressao do gene de resisténcia a

este antibidtico.

Para a preparagao de quantidade suficiente dos plasmideos para uso na
transfeccao das células, os plasmideos foram eluidos, do papel do papel de filtro em
qgue nos foram enviados, em agua ultra-pura esterilizada e livre de endonucleases e
10 ul da solugcédo contendo 50 ng do DNA plasmidial (pDNA) foram adicionados a
microtubos de 1,5 ml mantidos no gelo e contendo 200 ul da suspensao da bactéria
TOP10 quimiocompetente. As bactérias Escherichia coli TOP10 (ThermoFisher
Scientific — caracteristicas descritas na Tabela 6) nos foram gentilmente cedidas
pelo Laboratorio de Genética Celular e Molecular do Departamento de Biologia

Geral, coordendo pelo Prof. Vasco Ariston de Carvalho.
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Os microtubos foram homogeneizados gentiimente por inversdo, mantidos
completamente submersos no gelo por 30 minutos e em seguida, rapidamente
transferidos para um termobloco pré-aquecido a 42 °C onde foram mantidos por
exatamente 90 segundos sem agitacdo. Apds, os microtubos foram rapidamente
transferidos para o gelo e incubados por mais 1 minuto. Em cada microtubo, foram
adicionados 800 ul do meio LB (Luria Bertani, Gibco) e a suspensado de bactérias
incubada por 45 minutos no banho-maria a 37 °C para permitir a recuperagao das
bactérias e a expressdo do marcador de resisténcia a ampicilina pelo plasmideo. Em
seguida, 100, 200 e 500 pl da suspensao de cada microtubo contendo as bactérias
transformadas com os plasmideos pBABE- mock e pBABE- PTX3 foram plaqueados,
em triplicata, em placas de 100 x 20 mm de LB-agar contendo 100 pg/ml de
ampicilina (Sigma). As placas foram incubadas em estufa seca a 37 °C por 16 horas.
Bactérias TOP10 ndao-transformadas foram plaqueadas em meio LB-agar com

ampicilina e cultivadas sob as mesmas condi¢bes como controle.

Tabela 6. Caracteristicas do genétipo das bactérias E. coli TOP10

Caracteristica Fungao

hsdR para a transformacao eficiente do DNA nao metilado das

amplificacbes de PCR

mcrA para a transformacao eficiente de DNA metilado de preparacdes
gendmicas

lacZAM15 para rastreio de cor azul / branco de clones recombinantes

endA1 para preparagdes de DNA mais limpas gerando resultados

melhores para aplicagdes downstream devido a eliminagéo de
digestdes inespecificas pela Endonuclease |
recA1 para reducao da ocorréncia de recombinacao inespecifica em DNA

clonado

Apds a incubacdo das placas, colonias de bactérias resistentes foram
coletadas utilizando alga esterilizada calibrada para coleta (em loop) e transferidas

para microtubos de 1,5 ml contendo 1 ml de meio LB com 100 ug/ml de ampicilina.
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Os microtubos foram icubados no thermomixer a 37 °C, sob agitagao vigorosa, por
duas horas. Amostras das colbénias coletadas foram criopreservadas em glicerol a

25% e armazenadas a -80 °C.

4.11.2. Confirmagcao da presenga do inserto de PTX3 nas
bactérias transformadas
Antes de serem armazenadas a -80 °C, um volume de 5 ul de cada clone
bacteriano de pBABE- mock e pBABE- PTX3 foram coletados, diluidos em 15 ul de
agua ultra pura e agitados vigorosamente em vortex por 30 segundos.

Em seguida, 2 ul desse lisado foi utilizado como molde para uma reagao de
PCR utilizando os seguinte iniciadores especificos para amplificacdo de PTX3
humano: Fw 5’-ACT CGG AAT GGG ACA AGC-3’ e Rv 5-AGG CAC TAA AAG ACT
CAA GCC-3’,. O mix utilizado para a PCR de PTX3 foi 1X GoTaq Flexi Buffer
(Promega); 1 mM de MgClz; 0,25 mM de dNTP mix; 1% DMSO; 0,8 pmol/ul do
iniciador PTX3 _Fw; 0,8 pmol/ul do iniciador PTX3_Rv; 0,025 U/ul de Tag DNA
polimerase (Phoneutria) e agua ultrapura g.s.p. 25 pl. O ciclo de PCR foi: 1x 95 °C
5%, 35x 95 °C 307,55 °C 45" e 72 °C 1’; 1X 72 °C 10’. Um volume de 12 pl do produto
da reagdo de PCR foi fracionado eletroforeticamente em gel de agarose 1,2%
contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio a 40V por 5 min e 80V por 40 min e
fotografados sob luz UV. Foram consideradas bactérias transformadas aquelas que
apresentassem banda de 471 bp correspondente ao cDNA de PTX3 para o grupo de
bactérias que foi transformada com o vetor pBABE _PTX3 e auséncia de banda para

o grupo com pBABE_mock.

4.11.3. Extracao do DNA plasmidial (midi-prep)

O clone 4 confirmado como transformado com o pBABE PTX3 e clone 5
transformado com o vetor vazio (pBABE_mock) foram coletados (100 ul) e
inoculados em 10 ml de meio LB contendo 100 pug/ml de ampicilina em tubos cénicos
de 15 ml esterilizados. As bactérias foram incubadas por 16 horas a 37 °C sob
agitacao vigorosa. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g por 10 min
a 4 °C para precipitacdo das bactérias. O sobrenadante foi descartado de forma a

deixar o precipitado de bactérias 0 mais seco possivel. Em seguida, adicionou-se ao
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precipitado de bactéria, 200 ul de solugéo alcalina de lise | estéril (50 mM glucose,
25 mM Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM EDTA pH 8,0) e a solugédo foi agitada
vigorosamente em vortex por 30 segundos e, em seguida, transferida para
microtubos de 1,5 ml novos e esterilizados. Adicionou-se 400 ul de solucao alcalina
de lise Il (0,2 N NaOH e 1% p/v SDS) recém preparada e mantida a TA a cada
suspensdo de bactéria. Os microtubos foram fechados firmemente e
homogeneizados cinco vezes por inversao . Os microtubos foram mantidos no gelo e
a cada um foram adicionados 300 ul da solugao alcalina de lise Ill (5M acetato de
potassio: 3 M com relagdo ao potassio e 5 M com relagdo ao acetato). Em seguida,
foram homogeneizados por inversao varias vezes, incubados no gelo por 3 a 5
minutos, centrifugados a 16.000 x g por 5 min a 4 °C e 600 pl do sobrenadante
foram coletados e tranferidos para novo microtubo de 1,5 ml esterilizado. Adicionou-
se a cada tubo, volume igual (600 ul) de uma solugado 1:1 fenol:cloroférmio e a
mistura foi agitada vigorosamente em vortex por 15 segundos. Os microtubos foram
centrifugados por 2 min a 16.000 x g a 4 °C e a fase aquosa cuidadosamente
coletada e transferida para novo microtubo de 1.5 ml esterilizado. A fase aquosa,
foram adicionados 600 pl de isopropanol a TA e a solugao agitada em vértex por 15
segundos e mantida a TA por 2 min. Centrifugou-se a solugédo a 16.000 x g por 5 min
a TA e o sobrenadante foi removido por inversdo. Em seguida, 1 ml de etanol 70%
preparado em agua ultra pura livre de nucleaes foi adicionado ao precipitado de
DNA plasmidial para lavagem. Os microtubos foram agitados em vortex brevemente
para desprendimento do precipitado e centrifugados a 16.000 x g por 2 min a TA. O
etanol de cada tubo foi descartado por inversdo ou aspiragdo cuidadosa e o0s
microtubos mantidos abertos no thermomixer a 55 °C por 15 min para evaporacgao

completa do etanol.

Em seguida, adicionou-se 100 ul de tampéao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0 e
0,1 mM EDTA) contendo 20 ug/ml de Rnase A livre de Dnase ao DNA plasmidial e
os microtubos foram agitados em vortex gentiimente por alguns segundos. O DNA
foi diluido 1:20 em agua ultra pura para quantificagdo conforme descrito na pagina
57 e a analise da expressao génica de PTX3 foi realizada como explicado na pagina
68. O DNA plasmidial estoque foi armazenado a -20 °C.
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4.11.4. Confirmacao das construgées por analise de restricao,
PCR e sequenciamento
Para confirmacgéo da presenca do inserto de PTX3 no pBABE-puro/PTX3 e
da sua auséncia no pBABE-puro/mock, os plasmideos e purificados foram cortados
utilizando a endonuclese de restricdo EcoRI que lineariza o pBABE-puro gerando um
fragmento unico de, aproximadamente,5.000 bp, enquanto gera trés fragmentos de,
aproximadamente 5.000, 900 e 400 bp a partir da digestdo do pBABE-puro/PTX3.

A reacao de digestdo foi preparada em tubos de 0,6 pl mantidos no gelo,
onde foram adicionados 2 pl do tampdo 10X da enzima de restricdo (Promega), 0,2
pl de BSA (albumina de soro bovino - Promga) acetilada a 10 ug/ul, 1 yl de DNA
plasmidial a 1 pg/ul e agua ultra pura estéril q.s.p. 16,3 ul. Essa solugédo foi
homogeneizada gentilmente por pipetagédo e em seguida 0,5 pl da enzima EcoRI (10
U/ul - Promega) foi adicionado ao mix de digestdo. A solugdo foi novamente
homogeneizada cuidadosamente por pipetacdo e os tubos foram centrifugados
brevemente (spin). Os tubos foram incubados a 37 °C por 15 min no termociclador
Veriti (Applied Biosystems) e, em seguida os produtos da reagao foram fracionados
eletroforeticamente em gel de agarose 1% em TAE 1X contendo 0,5 pg/ml de BrEt a
40V por 5Smin e 80V por 40 min, sendo as bandas vizualiadas sob luz UV em

fotodocumentador.

Os plamideos também foram avaliados por PCR utilizando iniciadores
especificos para amplificagdo do cDNA de PTX3 humano e 10 pg de cada um dos
plasmideos (pBABE_mock e pBABE_PTX3) como molde. O protocolo utilizado foi o
mesmo descrito na pagina 68. O resultado esperado era a amplificagédo, somente a
partir do pBABE_PTX3, de uma banda de 471 pb correspondente a amplificacao a

partir do anelamento dos iniciadores na sequéncia de PTX3 inserida no vetor.

Apds a anadlise dos plasmideos por restricdo e PCR, uma aliquota de cada

um deles foi enviada para sequenciamento pelo método de Sanger.

Todas as analises confirmaram a presenca do inserto do cDNA de PTX3, na
orientacdo e com a sequéncia esperada no plasmideo pBABE_PTX3 e a sequéncia
também correta do vetor vazio pBABE_mock. Desta forma, os plasmideos puderam

ser utilizados com seguranca para a transfecgao das células de mamiferos.
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4.11.5. Transfecgao das células de melanoma humano

Os experimentos de transfeccao das células de melanoma foram realizados
em colaboragdo com o Dr. Leonardo Camilo de Oliveira, pés doutorando
supervisionado pelo Dr. Claudio Bonjardim, no Laboratério de Virus do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG.

Inicialmente, foi feita uma curva de morte das células de melanoma que
foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de FBS e 2,0 mM de L-
glutamina em presenga de concentragdes progressivas de puromicina (0,25; 0,5; 1;
2 e 4 pyg/ml). A analise da morte celular se deu utilizando um microscépio 6tico de
contraste de fase na magnificacdo de 40 e 100X. A concentragdo de 1 yg/ml para
SK-Mel-37 e de 0,5 ug/ml para SK-Mel-188 de puromicina matavam todas as células
das respectivas linhagens em 48 horas e foram, portanto, escolhidas para serem

usadas na etapa de seleg¢ao dos clones com transfeccao estavel.

A outra etapa que precedeu a transfeccao foi a verificagcdo da capacidade
das células de formarem colbnias estaveis a partir de uma Unica célula. Para isso, as
células de melanoma de cada uma das linhagens foram ressuspendidas em meio
DMEM com 10% de FBS e 2 mM de L-glutamina de forma que se obtivesse 0,6
células por 100 yl de meio. Em seguida, esses 100 pl de suspensao de cada tipo de
célula foram plaqueados em cada um dos pogos de uma placa com 96 pogos e os
pocos que apresentaram células unicas foram monitoradas por aproximadamente
um més para verificacdo de formacdo de colbnias. Tanto as células SK-Mel-37
quanto 188 mostraram capacidade de expansdo clonica e, portanto, foram

submetidas ao procedimento de transfecgao.

As células SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram plaqueadas em placas de 24

pocgos (1 x 10° células / pogo) em 500 pl de meio especifico DMEM contendo 10%
FBS e 2 mM de L-glutamina, sem antibiéticos e mantidas a 37 °C em estufa com
atmosfera umida e saturada com 5% de CO2. Quando as culturas atingiram 80% de
confluéncia, o meio foi aspirado e as monocamadas lavadas com 500 ul de PBS 1X
esterilizado pré-aquecido a 37 °C. Apés a remocao do PBS foram adicionados 200 pl
de meio especifico com a solugdo de transfecgdo contendo volumes variados de:
Effectene Transfection Reagent (Qiagen) (2,5, 5 e 7,5 pl), DNA plasmidial e
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Enhancer (Qiagen) na proporgéo 1 por 8 (0,05, 0,1, 0,2 e 0,4 ug de DNA plasmidial
em 0,4, 0,8, 1,6 e 3,2 pl de Enhancer, respectivamente) em tampéo EC (Qiagen). As
células foram cultivadas, nas condi¢cdes descritas, por 3 dias em estufa Umida e
saturada com 5% de CO2 a 37 °C e em seguida o meio foi completamente removido,
cuidadosamente, por aspiragéo e 500 pl de meio seletivo DMEM contendo 10% de
FBS e puromicina (1 yg/ml para SK-Mel-37 e 0,5 pg/ml para SK-Mel-188, Gibco) foi
adicionado. As células foram, entdo, novamente mantidas em estufa e incubadas por
1 semana a 37 °C. Em seguida, o meio foi cuidadosamente removido e substituido
por mais 500 pl do meio seletivo e as células incubadas em estufa por um més para

expansao das colbnias resistentes.

Assim que a monocamada formada pelas células resistentes a puromicina
atingiu aproximadamente 40% de confluéncia, as células foram sub-cultivadas e
transferidas para garrafas de cultura esterilizadas e livres de pirbgenos com
superficie de 12,5 cm? contendo 5 ml de meio seletivo. As células foram, entao,
expandidas, aliquotas foram criopreservadas conforme descrito previamente e uma
aliquota de 1 x 108 células foi utilizada para analise da expressdo génica de PTX3
seguindo o mesmo protocolodescrito nos topicos 4.9.2 e 4.9.3 (paginas 57 e 58,
respectivamente). A reagcdo de PCR em tempo real para o gene de PTX3 esta

descrito na pagina 58.

4.11.6. Proliferagcao celular das células transfectadas

O ensaio de proliferagdo usando MTT também foi empregado utilizando as
células de melanoma transfectadas com o plasmideo vazio (pBABE_mock) e com o
plasmideo contendo o cDNA completo de PTX3 (pBABE_PTX3): SK-Mel-
37_pBABE_mock, SK-Mel-37_pBABE_PTX3, SK-Mel-188_pBABE_mock e SK-Mel-
188_pBABE_PTX3. As células de melanoma SK-Mel-37 (1,5 x 10%) e SK-Mel-188
(1,0 x 10%) tipo selvagem (WT), mock e PTX3 foram plaqueadas em meio DMEM
contendo 10% de FBS e antibidticos (100 U/ml de penicilina e 10 pyg/ml de
estreptomicina para o tipo WT e 0,5 ou 1 yg/ml de puromicina para mock e PTX3)
em seis replicatas técnicas em quatro placas diferentes (0, 24, 48 e 72H). O método
de quantificacdo da proliferacdo celular foi o mesmo empregado para as células

tratadas com rhPTX3 descrito no topico 4.6, pagina 50 e o calculo da proliferagao
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relativa ao tempo foi feito utilizando o valor de absorbancia dos tempos 24h/0Oh,
48h/0h e 72h/0h.

4.12. Xenotransplante experimental

O efeito biologico da expressdo aumentada de PTX3 na progressdo dos
melanomas foi avaliado in vivo utilizando o modelo de camundongos atimicos Balb/c
nude (Foxni1™) e as células tumorais de melanoma humano SK-Mel-37
transfectadas com o vetor retroviral pBABE_ puro contendo o cDNA completo de
PTX3 (pBABE_PTX3). O modelo murino Balb/c nude € amplamente utilizado em
experimentos de xenotransplante tumoral, pois estes animais possuem uma
mutacdo genética no gene FOXN1 (Forkhead box protein N1) que causa
deterioracdo ou auséncia do timo, levando a uma deficiéncia na producado de
linfécitos T maduros e defeitos parciais no desenvolvimento de células B. Por nao
possuirem células T CD4* e CD8* a resposta imune mediada por células néo é

ativada, ndo havendo rejeigdo de xenoenxertos.

Todos os procedimentos empregando os animais sé tiveram inicio apds a
aprovacdo do protocolo experimental pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMG, protocolo de numero: 352/2016 (ANEXO [). Os animais Balb/c
nude sao SPF (livre de patégeno especifico) e foram obtidos do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Foram utilizados neste
estudo machos homozigotos Foxn1"/" com 12 semanas de idade e pesando entre
24-30 g, mantidos em sala limpa, em micro-isoladores autoclavados mantidos em
racks ventiladas no biotério do Departamento de Biologia Geral do ICB/UFMG, sob
regime de 12 horas de luz / 12 horas de escuro, recebendo agua e ragao

esterilizados ad libitum.

As células de melanoma SK-Mel-37 transfectadas com o vetor retroviral
pBABE_mock e pBABE_PTX3 foram expandidas em meio DMEM contendo 10% de
FBS e 1 ug/ml de puromicina até a obtencao de células viaveis suficientes para a
aplicagao de 3 milhdes de células por flanco de cada animal. A contagem de células
viaveis se deu em camara de Neubauer e utilizando o corante vital Azul de Tripan

para avaliagcdo da viabilidade celular conforme descrito anteriormente. Foram
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utilizadas para indugéo de tumores, somente suspensdes de células com viabilidade

celular maior que 90%, conforme Equacao 3.

Equacgao 3. Calculo de células viaveis utilizando Azul de Tripan.

. o # de células viaveis (ndo coradas)
% de células viaveis = - x 100
# total de células

Na indugcdo experimental dos tumores nos camundongos, as células foram
injetadas subcutaneamente em volume 100 ul de suspensédo em PBS 1X esterilizado
por sitio de inoculagao, usando-se agulha de 27,5 G e seringa descartavel de 1,0 ml,
na regiao dorso-lombar direita e esquerda de cada animal. O peso dos animais foi
medido com uma balanga e as medigdes do comprimento (didmetro maior = D) e da
largura (diametro menor = d) dos tumores foram realizadas utilizando um paquimetro
inicialmente a cada cinco dias e, posteriormente cada 2 dias. O volume tumoral foi
calculado utilizando a férmula: (D x d2)/2 e o end point para as curvas de
crescimento foi definido pelo tamanho maximo de 2,0 cm de um dos didmetros dos
tumores (lacuc, 2009) e pela avaliagao do indice de condicdo corporea (BCS) do
animal. Quando um dos didmetros dos tumores apresentou tamanho igual a 2,0 cm,
os animais foram eutanasiados por aprofundamento da anestesia com cetamina e
xilasina (300 mg/kg e 30 mg/kg intraperitoneal — i.p.) e os tumores imediatamente
extraidos e pesados.
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4.13. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram executadas usando o pacote estatistico
Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) para a plataforma Microsoft
Windows 10. Para dois grupos de amostras, usamos teste t de Student para dados
nao pareados. Para mais de dois grupos de amostras, os dados foram analisados
usando analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Sidak. O teste de Shapiro-
Wilk foi usado para aferir indice de normalidade das amostras. Para analise da curva
de crescimento tumoral foi empregado o ANOVA two way com pdés-teste de Sidak e
os valores foram representados como sendo a média (X) + erro padrdo da média

(S.E.M). Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5. Resultados

5.1. Tempo de duplicacao das de células tumorais

Observamos que a cultura das células SK-Mel-37 de melanoma maligno,
nas condicdes experimentais testadas (plaqueamento inicial de 1,5 x 10* células /
0,95 cm?), atingiu rapidamente a fase log de crescimento e houve um duplicagéo do
numero de células num periodo inferior a 24 horas logo apds o plaqueamento, pois
em 24h foi observado um aumento de 3,5 vezes no numero de células (Figura 9A).
Nos tempos de 48 e 72 horas, a taxa de aumento no numero de células foi reduzida
para 1,4 e 1,1 vezes respectivamente, indicando que a fase plateu havia sido
atingida, provavelmente em decorréncia da inibigcdo por contato pois nestes tempos

a confluéncia da monocamada celular foi estimada em 100% (Figura 9A).

O numero de células em cultura da linhagem de melanoma maligno SK-Mel-
188 (plagueamento inicial de 1,0 x 10* células / 0,95 cm?) dobrou em intervalos de
24h: aumentou 2,05 vezes de 0 para 24h e 1,8 vezes entre 24 e 48 horas (Figura
9B). Apds 72 horas de cultivo, 90% da area disponivel para crescimento celular
havia sido preenchida e a taxa de crescimento caiu para 1,28 vezes em relagao ao
tempo de 48H (Figura 9B).

A linhagem de fibrossarcoma humano HT-1080 (plaqueamento inicial de 1,0
x 10% células / 0,95 cm? Figura 9C) manteve-se em fase log de crescimento nas
primeiras horas apds o plagueamento, e o niumero de células dobrou a cada 24h
(razbes de 2,1 e 1,9 entre 0 numero de células nos tempos 0 e 24h e 24 e 48h,
respectivamente). Em 72h o numero de células em cultura atingiu um plateu (razdo
entre o numero de células em 48 sobre 72h = 1,12) e, neste tempo, a monocamada

celular havia atingido 95% de confluéncia.

Na Figura 9D, podemos observar que o0 mesmo padrdo de crescimento dos
fibrossarcomas foi observado para a linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-
116 (2,0 x 10* células plaqueadas / 0,95 cm?3), onde o duplicagdo do numero de
células ocorre a cada 24 horas (razdo de 2,08 e 2,4 do numero de células nos

tempos 0 e 24h e 24 e 48h, respectivamente) tendo a taxa de proliferagao atingido
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um plateu em 72 horas (confluéncia da monocamada estimada em 100% neste

tempo).
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Figura 9. Anadlise do tempo de duplicagdo das linhagens de células humanas
cultivadas in vitro

As células foram plaqueadas em 100 pl de meio de crescimento especifico contendo 10%
de FBS em placas de 96 pogos (0,95 cm?pogo). O tempo de duplicagao foi estimado pelo
ensaio do MTT e os valores de foram considerados como sendo a razdo das absorbancias
dos tempos 24h/0h; 48h/24h e 72h/48h para as células tumorais e como sendo 48h/0h e
72h/24h para GM-637. A) Melanoma maligno SK-Mel-37; numero de células plaqueadas =
1,5 x 104, B) Melanoma maligno SK-Mel-188; numero de células plaqueadas = 1,0 x 10%; C)
Fibrossarcoma HT-1080; nimero de células plagueadas = 1,0 x 104 D) Adenocarcinoma
colorretal HCT-116; nimero de células plagueadas = 2,0 x 104, E) Fibroblasto imortalizado
GM-637; numero de células plagueadas = 1,0 x 10* células.
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O fibroblasto humano GM-637 imortalizado (1,0 x 10* células plaqueadas /
0,95 cm?) possui uma taxa de duplicacéo celular de 48 horas, observado pelos
valores de razado de 1,91x e 1,89x obtidos a partir do nimero de células contados
nos tempos de 48 em relagdo ao tempo zero, 72 em relacdo a 24h respectivamente.

A monocamada apresentou 90% de confluéncia no tempo de 72 horas (Figura 9E).

5.2. Avaliagdo do perfil de expressdo génica basal de FGF2 e
PTX3

Durante o mestrado, foi avaliado por RT-PCR o perfil de expressao génica
basal dos genes FGF2, FGF8, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, GAPDH nas
linhagens tumorais utilizadas neste estudo (Nunes, 2014). Observamos que embora
todas as células expressassem FGF2, os niveis de expressao pareciam ser
diferentes. Portanto, agora, por RT-PCR em tempo real buscamos quantificar os
niveis de expressao de FGF2 e PTX3 nas linhagens de estudo, classificando-as, de
acordo com os niveis relativos de transcritos em FGF2LOW /MID ou HIGH @ PTX3LOW /MID
ou HIGH com base nos valores de Ct (cycle threshold) onde foram considerados como
sendo NULL valores de Ct = 35, LOW entre 30 e 35, MID entre 30 e 20 e HIGH < 20.

A Figura 10 mostra os valores de Cr obtidos para cada linhagem e a células
foram assim classificadas: HT-1080 FGF2MIB/PTX3HICH; HCT-116 FGF2MD/PTX3MID;
SK-Mel-37 FGF2MID/PTX3MID e SK-Mel-188 FGF2LOW/PTX3LOW, Nenhuma das

linhagens foi classificada como sendo FGF2NULL oy PTX3NULL,
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Figura 10. Analise da expressao génica basal de FGF2 e PTX3 nas linhagens
tumorais humanas

As linhagens de células tumorais humanas provenientes de sarcoma (HT-1080),
adenocarcinoma colorretal (HCT-116) e melanoma maligno (SK-Mel-37 e SK-Mel-188)
foram analisadas quanto ao nivel de expressdo dos genes FGF2 e PTX3 por RT-PCR de
forma a identificar quais células expressam estes genes constitutivamente no trabalho de
mestrado de autoria propria  (Nunes, 2014). Neste trabalho, foram as células que
expressaram FGF2 foram avaliadas por RT-PCR em tempo real quanto ao nivel de
expressdo de PTX3 e FGF2 para classificagdo em PTX3LOW. MIDou HIGH g FGF2LOW, MID ou HIGH

5.3. Efeito da rhPTX3 sobre a proliferagao das células tumorais

Foi observado que na linhagem de melanoma SK-Mel-188
(FGF2LOW/PTX3LOW) o tratamento com a rhPTX3 inibiu a proliferacdo celular desta
linhagem nos tempos 24, 48 e 72 horas apenas em alta concentracao de FBS (10%)
(Figura 11A). Nas células de melanoma SK-Mel-37 (FGF2MID/PTX3MID) houve uma
resposta inibitéria da proliferacdo celular em resposta ao tratamento com a proteina
rhPTX3, tanto em condi¢gbes de baixa concentragdo de FBS (2%), quanto em alta

concentragao de FBS (10%) nos tempos 48 e 72 horas (Figura 11B).

Na linhagem celular de fibrossarcoma HT-1080 FGF2MID/PTX3HIGH g qual ja
expressa constitutivamente tanto FGF2 quanto PTX3, foi observado que o

tratamento com a rhPTX3 nao afeta a proliferacdo em nenhuma condi¢cao de soro
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(Figura 12). A proliferagcdo da linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116
(FGF2MID/PTX3MID) que expressa todos os receptores de FGF e também o ligante
FGF2 de forma constitutiva também nao foi afetado pelo tratamento com a proteina
PTX3 recombinante humana (Figura 13). O mesmo efeito foi detectado na linhagem
de fibroblasto humano GM637 imortalizado pelo antigeno T do virus SV-40. A
proteina rhPTX3 (10 pg/ml) nao inibiu a proliferacdo de GM-637 em nenhum dos
tempos e condigdes de FBS (2 e 10%) (Figura 14).
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Figura 11. Andlise do efeito do tratamento com a rhPTX3 sobre a proliferagdo das
células de melanoma SK-Mel-188 e SK-Mel-37

As linhagens de melanoma foram plaqueadas em 100 ul de meio DMEM contendo 10% de
FBS, 2 mM L-glutamina e 1% de antibidticos. Apds 24 horas, as células foram privadas de
FBS (0,5%) por mais 24 horas seguido do tratamento com a rhPTX3 (10 pg/ml) na presenga
de baixa (2%) e alta (10%) concentragdo de FBS por 24, 48 e 72 horas. A proliferagédo
celular foi estimada pelo ensaio de MTT. Taxas de proliferagdo celular no melanoma SK-
MEL-188 FGF2-9%/PTX3-°W (A) e no melanoma SK-MEL-37 FGF2MP/PTX3MP (B). Valor p
foi calculado usando ANOVA 2 way com pos-teste de Sidak. N = 3 experimentos
independentes realizados em friplicatas.
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Figura 12. Andlise do efeito do tratamento com a proteina rhPTX3 sobre a
proliferagao celular da linhagem HT-1080

A linhagem HT-1080 FGF2MIP/PTX3'CH foi plaqueada em meio DMEM contendo 10% de
FBS. Apds 24 horas, as células foram privadas de FBS (0,5%) por mais 24 horas e o
tratamento com rhPTX3 (10 pg/ml) foi feito na presenca de baixa (2%) e alta (10%)
concentracao de FBS por 24, 48 e 72 horas. A proliferagao celular foi estimada pelo ensaio
de MTT. Valor p foi calculado usando ANOVA 2 way com pos-teste de Sidak. N = 3
experimentos independentes.
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Figura 13. Andlise do efeito do tratamento com a proteina rhPTX3 sobre a
proliferacao celular da linhagem HCT-116.

A linhagem HCT-116 FGF2MDP/PTX3MP foi plaqgueada em meio McCoy 5A contendo 10% de
FBS. Apds 24 horas, as células foram privadas de FBS (0,5%) por mais 24 horas e o
tratamento com rhPTX3 (10 ug/ml) foi feito na presenga de baixa (2%) e alta (10%)
concentragao de FBS por 24, 48 e 72 horas. A proliferagao celular foi estimada pelo ensaio
de MTT. Valor p foi calculado usando ANOVA 2 way com pos-teste de Sidak. N = 3
experimentos independentes.
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Figura 14. Andlise do efeito do tratamento com a proteina rhPTX3 sobre a
proliferagao celular da linhagem GM637.

A linhagem de fibroblasto imortalizado GM637 foi plaqueada em meio RPMI 1640 contendo
10% de FBS. Apos 24 horas, as células foram privadas de FBS (0,5%) por mais 24 horas e
o tratamento com rhPTX3 (10 pg/ml) foi feito na presenga de baixa (2%) e alta (10%)
concentracao de FBS por 24, 48 e 72 horas. A proliferagao celular foi estimada pelo ensaio
de MTT. O valor p foi calculado usando ANOVA 2 way com pos-teste de Sidak. N = 3
experimentos independentes.

5.4. Efeito de rhPTX3 sobre a taxa de migracao celular

Avaliamos o efeito de rhPTX3 sobre a migracdo das células tumorais
humanas pelo modelo de “lesdo-regeneragao” (wound healing assay). Foram feitas
duas lesdes em cada um dos pogos das células em monocamadas confluentes das
células utilizando uma ponteira estéril de 200 pl a fim de se obter uma area livre de
células com aproximadamente 2 mm de largura (lesdo) e a migragdo foi
acompanhada em relacdo ao tempo até o fechamento total da monocamada
(regeneracgéo). A mitomicina C (MMC), um inibir da mitose, foi utilizado para eliminar

0 viés causado pela proliferagao celular sobre a taxa de regeneragéo da leséo.

O tratamento com a proteina recombinante hPTX3 foi capaz de inibir a taxa
de migracdo celular nas linhagens de melanoma humano SK-Mel-188
FGF2LOW/PTX3LOW e SK-Mel-37 FGF2MID/PTX3MID, Na Figura 15A é mostrada as
diferengas estatisticas entre a regeneragao das lesdes feitas na monocamada da
cultura da linhagem SK-Mel-188, onde podemos perceber que o efeito do retardo na
regeneracdo causado pelo tratamento com rhPTX3 ocorre apenas no tempo de 72

horas (Controle: X 96,8 + 1,35% S.E.M e PTX3: 80,8 + 7,74%; n=6). Nos grupos que
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foram submetidos ao tratamento com MMC, foi possivel observar o efeito inibitorio
da rhPTX3 sobre a migragao celular tanto no tempo de 72H (MMC: 69,29 + 8,41% e
MMC+PTX3: 43,88 + 3,78%; n=6) quanto no de 96H (MMC: 84,72 + 514% e
MMC+PTX3: 58,41 £ 5,57%; n=6). Os valores estdo sendo representados como

sendo a média (X) das replicatas de cada grupo + S.E.M - erro padrdo da média.

Na lesdo causada na monocamada da linhagem SK-Mel-37
FGF2MID/PTX3MID constatamos efeito inibitério sobre a migragdo celular apenas
quando nas células tratadas com MMC+PTX3 em comparagao com o grupo controle
sem mitomicina nos tempos 48H (controle: X 88,35 + 4,25% S.E.M; MMC+PTX3:
64,8 + 0,78%; n=6) e 72H (controle: 91,82 + 4,3%; MMC+PTX3: 65,04 £ 3,25%; n=6)
e do grupo com MMC em relagdo ao grupo controle, também nos tempos 48H
(controle: 88,35 + 4,25%; MMC: 70,1 + 4,5%; n=6) e 72H (controle: 91,82 + 4,3%;
MMC: 74,27 + 5,22%; n=6). Com relagdo as taxas de migracéo celular das células
de fibrossarcoma humano HT-1080 FGF2MB/PTX3HIGH n3o foi possivel identificar
diferenca estatistica entre as areas das lesdes provenientes do grupo controle e do
grupo tratado com a proteina rhPTX3 (5,0 ug/ml) em nenhum dos tempos analisados

sob quaisquer das condi¢des testadas (Figura 16).
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Figura 15. Efeito de rhPTX3 na migracao das células de melanoma SK-Mel-37 e
SK-Mel-188

As células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram cultivadas em placas de 1,8 cm?
até que atingissem 100% de confluéncia quando duas lesbes de aproximadamente 2 mm de
cumprimento foram feitas na monocamada celular utilizando uma ponteira de 200 ul. As
células foram entdo cultivadas em DMEM 10% FBS na presenca de 1,0 ug/ml de MMC
(Mitomicina C) por 8 horas (SK-Mel-188) ou 16 horas (SK-Mel-37) em estufa a 37 °C, 5%
CO2. Apés o tratamento, o meio foi removido, a monocamada foi lavada com PBS1X para
remogao da MMC e as células foram cultivadas em meio contendo 5,0 ug/ml de rhPTX3 que
era renovado a cada 48 horas. Graficos representativos de seis replicatas mostram o
progresso da regeneracao da lesdo na monocamada da cultura das células SK-Mel188 (A) e
SK-Mel-37 (B) na presenga e auséncia de rhPTX3, MMC ou combinagao de rhPTX3 e MMC.
Micrografias representativas de seis replicatas das lesdes na monocamada da cultura dos
melanomas SK-Mel-188 (C) e SK-Mel-37 (D) mostram a area da lesdo apds o tempo de 96 e
72 horas, respectivamente. Valor p foi calculado usando ANOVA 2 way com poés-teste de
Sidak, onde * p < 0,05 e & p < 0,001. N = 3 experimentos independentes. Barra de escala:
250 ym. Magnificagao: 40X.
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Figura 16. Efeito de rhPTX3 na migragao das células de fibrossarcoma HT-1080

As células de fibrossarcoma humano HT-1080 foram cultivadas em placas de 1,8 cm? até
que atingissem 100% de confluéncia e foi feita uma lesdo de aproximadamente 2 mm de
cumprimento na monocamada celular utilizando uma ponteira de 200 ul estéril e a
monocamada celular foi lavada com PBS 1X estéril pré-aquecido a 37 °C para remogao das
células soltas. As células foram entéo tratadas com 500 yl de DMEM 10% FBS contendo 1,0
pg/ml de MMC (Mitomicina C) por 16 horas em estufa a 37 °C, 5% CO,. Em seguida, o meio
foi removido e a monocamada celular foi cuidadosamente lavada duas vezes com PBS1X
para remogao da MMC. Em seguida, as células foram tratadas com 300 yl de DMEM
contendo 5,0 pg/ml de rhPTX3 e o cultivo foi mantido por 10 horas. (A) Grafico
representativo do progresso da regeneracéo da lesdo de HT-1080 na presenga e auséncia
de rhPTX3, MMC ou combinagao de rhPTX3 e MMC. (B) Micrografia representativa da
cultura de HT-1080 mostra a area da lesdo apos nos tempos 0 e 10 horas. Valor p foi
calculado usando ANOVA 2 way com pés-teste de Sidak, onde *p <0,05e $ p<0,001. N =
2 experimentos independentes. Barra de escala: 250 um.

5.5. Anadlise da acao de rhPTX3 sobre o crescimento
independente de ancoragem nas coldnias de células de
melanoma humano

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de proliferacdo e migracao

celular, resolvemos investigar o efeito de rhPTX3 na capacidade das células SK-Mel-
37 FGF2MID/PTX3MID e SK-Mel-188 FGF2LOW/PTX3LOW formarem colbnias sem
ancoragem a um substrato (soft-agar assay). Essas células foram cultivadas em
suspensao em meio contendo 0,3% (SK-Mel-37) e 0,25% (SK-Mel-188) de agarose
e rhPTX3 (5 pg/ml) por cima de uma base previamente solidificada de agar 0,5%. O
meio de tratamento (DMEM + 10% FBS, 2 mM L-glutamina, 1% antibiéticos

penicilina e estreptomicina e 5 ug/ml de rhPTX3) foi reposto duas vezes por semana,
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durante trés semanas, sobre a camada de agarose contendo as células em

suspensao.

Nossos resultados apontam que o tratamento com rhPTX3 reduziu
significativamente o tamanho das col6nias provenientes de células unicas (single cell
suspension) das células de melanoma SK-Mel-37 (replicata 01: grupo controle X
607,7 £ 60 S.E.M e grupo tratado 255,3 + 12 ym?; replicata 02: controle 39,4 + 2,53,
tratado 22,68 * 1,75 um? replicata 03: controle 32,84 + 2,13, tratado 25,08 + 1,7
um?) e das SK-Mel-188 (replicata 01: controle 57,62 + 2,03, tratado: 49,95 + 3,46
Mm?; replicata 02: 65,87 + 4,12, tratado: 35,06 + 3,65 um?; replicata 03: controle
61,62 + 5,04, tratado: 25,85 * 3,23 pm?) apds as trés semanas de crescimento sem
ancoragem (Figura 17). Os valores estdo sendo representados como a média das 45

colénias + S.E.M - erro padrao da média.

Considerando as médias das replicatas, calculamos uma reducédo de
tamanho de area das col6nias de 44,57% para SK-Mel-37 e de 51,53% para SK-
Mel-188 do grupo tratado com rhPTX3 em relacdo ao grupo controle. Nas
micrografias da Figura 17 é possivel observar o aspecto morfologico das colbnias de
SK-Mel-37 e SK-Mel-188 tanto no grupo controle quanto no grupo tratado com a
proteina rhPTX3.
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Figura 17. Efeito da proteina rhPTX3 no crescimento independente de ancoragem
de coldnias das células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188

As células de melanoma SK-Mel-37 FGF2MP/PTX3MP e SK-Mel-188 FGF2-0W/PTX3-0W
foram cultivadas por cima de uma camada de DMEM contendo 0,5% de agar, em meio
DMEM contendo 10% FBS, 0,3% (SK-Mel-37) ou 0,25% (SK-Mel-188) de agarose e 5,0
Mg/ml de rhPTX3. Duas vezes por semana, 200 yl de DMEM contendo 5,0 pg/ml de rhPTX3
era adicionado por cima da camada de agarose para hidratagcao e reposigdo de nutrientes.
Apos trés semanas, as colonias foram fotografadas nos grupos controle (n=45) e tratado
(n=45) em microscopia otica de contraste de fase na magnificacdo de 100x. Graficos e
micrografias representativos das areas das colbnias formadas pelas linhagens SK-Mel-37
(A) e Sk-Mel-188 (B) na presenga de rhPTX3. O grupo controle foi composto por células
cultivadas sob as mesmas condigdes e nao tratadas com rhPTX3. Valor de p foi calculado
usando teste t de Student ndo pareado (média + erro padrdo), onde & p < 0,001. N = 3
experimentos independentes. Barra de escala: 250 ym
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5.6. Analise da expressao génica (mRNA)

5.6.1. Desenho dos iniciadores

Para o inicio do desenho dos iniciadores, as sequéncias dos transcritos
(mRNAs) foram analisadas utilizando o programa BLASTn. Foi observado que, dos
nove genes alvos, cinco codificavam para diferentes isoformas. A fim de construir um
iniciador que se anelasse ao cDNA de todas as isoformas, foi selecionada a regido
de maior similaridade entre as isoformas. Varios critérios foram utilizados para a
construgcao dos iniciadores incluindo anelamento em juncdo de éxon (quando
possivel), formacdo de estruturas secundarias, conteudo GC e temperatura de

melting (Tm). O resumo geral dos iniciadores esta descrito na Tabela 7.

As imagens no APENDICE 3 exemplificam estruturas secundarias em forma
de alga (hairpin) possiveis de serem obtidas através do pareamento entre
nucleotideos presentes numa mesma sequéncia. Para todos os genes, foram
desenhados iniciadores cujos valores de AG obtidos estavam na faixa de 0 e -9
kcal/mole. Esses grampos nos iniciadores forward e reverse, sao possiveis de
serem feitas a temperaturas especificas (Tm 48 °C e 34 °C para PTX3 e 39,8 °C e 21
°C para FGF2, respectivamente) diferente das temperaturas obtidas para o
anelamento dos mesmos na sequéncia do molde de cDNA de PTX3 (Tm 54,9 e 55
°C) e FGF2 (Tm 56,8 e 56,1 °C).

A padronizacdo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores para os
transcritos dos genes alvo PTX3, FGF2, FGFR1, 2 e 4, FGFBP, VEGFA, IL1B, TNFA
foi feita com base na inclinagao da curva (slope) de dilui¢des seriadas (1:10, 1:100 e
1:1000) de cDNA de células cuja expressao era sabidamente positiva para o gene
alvo. Nos nossos ensaios, foram utilizadas as concentragdes (pmol/ul) dos
iniciadores que apresentavam valores de inclinagdo variando de -3,1 a -3,6 (110-
90% de eficiéncia, respectivamente). Um segundo critério foi a andlise da curva de
dissociacao, onde foram selecionas as condi¢cdes que favoreciam a formagcao de um
unico pico de amplificagdo. A Tabela 8 resume as condi¢gdes otimizadas dos
iniciadores empregados nesse trabalho. O APENDICE 2 mostra as curvas
otimizadas para o gene de PTX3 e cujos critérios elencados no tépico 4.9.4 foram

adotados para otimizacao de todos os outros iniciadores.
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Tabela 7. Lista dos iniciadores desenhados para RT- PCR em tempo real.

Nﬂmpe\lg?\l o Seg u_ég,Cia NT Arrzggt):on Ig %GC L:(f:l(iéiif‘so Es.pegg‘ircaidade
isoformas
PTX3 FW: | CGG CAG GTT GTG AAA CAG 18 100 54,3 | 55,6 2-3 e
NM_002852.3 | Ry: | GGC ACT AAA AGA CTC AAG CC 20 53,7 | 50 3
FGF2 Fw: | AGA GCG ACC CTC ACA TCAAG 20 78 56,8 | 55 1-2 Unico
NM_002006.4 | Ry: | CGG TTA GCA CAC ACT CCT TTG 21 56,1 | 52,4 2
Fw: | GGA CGC AAC AGA GAA AGA CT 20 54,8 | 50 12
N;S£5l2 Rv: | TGA CAT ACA AGG GAC CAT CCT 21 124 55,4 | 47,6 12-13 14 1014
FGFR2 Fw: | GAG TGA TGT CTG GTC CTT CG 20 116 54,91 55 15-16 1911
NM_000141.4 | Ry: | ATT CTG TGT CCT TCC TTC AGC 21 54,8 | 47,6 16
FGFR4 Fw: | GCT CAAAGA CAA CGC CTC T 19 108 55,4 | 52,6 11-12 1.2.304
NM_002011.4 | Ry: | GCA GAC ACC AAG CAG GTT 18 55,7 | 55,6 12
FGFBP Fw: | AGA CTC ACA GAT GGA TGA CA 20 120 52,8 | 45 5-6 1e2
NM_198897.1 | Ry: | GCA CAC CAG GCT CTT G 16 53,7 62,5 6-7
VEGFA Fw: | TGC CCA CTG AGG AGT C 16 o~ 53,8 | 62,5 3 17.9.10
NM_001171623.1 | Ry: | cTC TAT CTT TCT TTG GTC TGC 21 50,7 | 42,9 4-5
TNFA Fw: | CAA GCC TGT AGC CCA TGT TGT 21 86 57,8 | 52,4 3 Unico
NM_000594.3 | Ry: | TTG GCC AGG AGG GCA TT 17 57,3 | 58,8 4
IL1B Fw: | TCC TGC GTG TTG AAA GAT GAT AA 23 66 54,5 39,1 6 Ui
NM_000576.2 | Ry: | TTG GGT AAT TTT TGG GAT CTACAC T 25 54,4 36 6-7
L8 Fw: | GCA GAG GGT TGT GGA GAAGTT T 22 - 57,4 50 3 Unico
NM_000584.3 | Ry: | TTG GAT ACC ACA GAG AAT GAATTT TTY | 27 53,8 | 31,5 4
ACTB Fw: | GGC ACC CAG CAC AAT GAA 18 - 56,2 | 55,6 5 .
NM_001101.3 | Ry: | CCG ATC CAC ACG GAG TAC TTG 21 57,4 | 57,1 6
HPRT1 Fw: | CCC ACG AAG TGT TGG ATA TAA GC 23 73 55,7 | 47,8 7 Unico
NM_000194.2 | Ry: | GGG CAT ATC CTACAACAAACTTGTC | 25 56 | 44 8
GAPDH Fw: | ACC CAC TCC TCC ACC TTT GA 20 . 58,2 | 55 8 12364
NM_002046.5 | Ry: | CTG TTG CTG TAG CCA AAT TCG T 22 56 | 45,5 9

NT = quantidade de nucleotideos; bp = pares de bases; Tuw = temperatura de melting em
graus Célsius (°C); %GC — porcentagem do conteudo Guanina Citosina na sequéncia do
iniciador. Isoformas — possibilidade de o par de iniciador amplificar as diferentes isoformas
de um transcrito.
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Tabela 8. Condigdes otimizadas dos iniciadores para RT-PCR em tempo real

Gene contrccj:lill;)lgsi tivo pmol/ul Threshold Slope (Igiljié;g((:)ii )
PTX3 HT-1080 20 0,30 -3,331 100%
FGF2 HT-1080 15 0,15 -3,236 104%
FGFR1 HT-1080 10 0,20 -3,382 98%
FGFR2 HCT-116 10 0,30 -3,411 96%
FGFR4 HCT-116 5 0,15 -3,563 91%
FGFBP HT-1080 15 0,30 -3,322 100%
VEGFA HT-1080 10 0,30 -3,241 103%
TNFA HUVEC LPS+ 15 0,25 -3,142 108%
IL1B HT-1080 5 0,10 -3,445 95%
IL8 HT-1080 15 0,20 -3,210 105%
ACTB HT-1080 10 0,40 -3,230 104%
HPRT1 HT-1080 5 0,24 -3,550 91%
GAPDH HT-1080 10 0,26 -3,495 93%

HUVEC LPS+: célula de endotelial de veia umbilical humana tratada com LPS

5.6.2.

Analise da expressao génica

Para a analise da expressado génica em resposta ao tratamento com a

proteina PTX3 recombinante humana, o RNA total foi extraido das culturas celulares

com uma confluéncia da monocamada de 70 a 90%, conforme descrito na pagina
57. A quantificacdo do RNA total extraido foi feita a partir de 1 pl de RNA total diluido

1:10 ou 1:20 em agua ultra-pura tratada com 0,1% DEPC através da leitura em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm no equipamento Nanodrop.

As quantidades de RNA obtidas sdo mostradas na Tabela 9.
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Tabela 9. Aspectos quantitativos e qualitativos do RNA total extraido das células
tratadas com rhPTX3.

Concentragao de

Amostra Razdo 260/280 nm Razdo 260/230 nm
RNA total ng/pl

HT-1080 C1 3H 2194 2,12 1,02
HT-1080 C2 3H 2050 2,10 0,43
HT-1080 C3 3H 1375 2,08 1,67
HT-1080 T1 3H 2097 2,13 1,14
HT-1080 T2 3H 2421 2,11 1,41
HT-1080 T3 3H 2325 2,11 0,82
HCT-116 C1 3H 863 2,09 1,62
HCT-116 C2 3H 858 2,09 1,83
HCT-116 C3 3H 892 2,05 1,47
HCT-116 T1 3H 681 2,10 1,93
HCT-116 T2 3H 651 2,07 1,52
HCT-116 T3 3H 798 2,06 1,19
SK-Mel-37 C1 3H 1417 2,12 1,85
SK-Mel-37 C2 3H 1617 2,12 1,58
SK-Mel-37 C3 3H 1814 2,09 2,07
SK-Mel-37 T1 3H 1613 2,11 1,56
SK-Mel-37 T2 3H 1525 2,11 1,69
SK-Mel-37 T3 3H 1759 2,10 2,13
SK-Mel-188 C1 3H 439 2,07 2,06
SK-Mel-188 C2 3H 730 1,97 2,07
SK-Mel-188 C3 3H 720 1,97 2,12
SK-Mel-188 T1 3H 444 2,06 2,05
SK-Mel-188 T2 3H 566 1,99 2,11
SK-Mel-188 T3 3H 48 2,06 1,22
SK-Mel-37 C1 24H 753 2,01 2,29
SK-Mel-37 C2 24H 156 2,00 2,22
SK-Mel-37 C3 24H 244 2,02 2,25
SK-Mel-37 T1 24H 398 2,04 2,26
SK-Mel-37 T2 24H 364 2,04 2,24
SK-Mel-37 T3 24H 530 2,04 2,25
SK-Mel-188 C1 24H 210 2,02 1,80
SK-Mel-188 C2 24H 228 1,95 1,15
SK-Mel-188 C3 24H 388 2,03 2,10
SK-Mel-188 T1 24H 311 2,03 2,01
SK-Mel-188 T2 24H 468 1,97 2,12
SK-Mel-188 T3 24H 227 1,96 1,20

C1, C2 e C3: ndo tratado com rhPTX3; T1, T2 e T3: tratado com rhPTX3

A estimativa da contaminacao do RNA total por proteinas foi feita a partir da
razao entre a leitura a 260 e 280nm (comprimento de onda onde ocorre absorgéo da
luz pelas proteinas) e a contaminagao por sais inibidores foi estimada pela razéo

260 e 230 nm (comprimento de onda onde ocorre absor¢do da luz por sais
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presentes na amostra). Como pode ser observado pelos dados da Tabela 9, as
amostras apresentaram, no geral, valores adequados tanto para contaminagao por
proteinas quanto por sais, uma vez que os valores considerados aceitaveis para a
raz&do 260/280 e 260/230 sao respectivamente 1,8 e 1,8-2,2. Os RNA totais extraidos
das linhagens também foram submetidos a analise de integridade. Para isso, 400 ng
de cada amostra foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1% em
TAE 1X. A Figura 18 mostra o resultado do fracionamento eletroforético em gel de
agarose dos RNAs totais extraidos de HT-1080, HCT-116, SK-Mel-37 e SK-Mel-188
tratadas (T1-T3) ou ndo (C1-C3) com a proteina rhPTX3 (10 pg/ml) por 3 horas.
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Figura 18. Andlise da integridade do RNA total extraido das células tratadas com
rhPTX3.

Géis representativos do fracionamento eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1X
corado com 0,5 pg/ml de brometo de etideo de 400 ng de RNA total extraido das células
tratadas com 10 pg/ml da proteina rhPTX3 por 3 horas. Canaleta 1: marcador de tamanho
molecular plasmideo pelL-45 digerido com a enzima HIND llI; C1, C2 e C3: grupos controle.
T1, T2 e T3: grupo tratado com a proteina rhPTX3. RNA total das linhagens A)
adenocarcinoma colorretal HCT-116 B) fibrossarcoma HT 1080 C) melanoma SK-Mel-37 e
D) melanoma SK-Mel-188.
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E possivel observar na Figura 19, que a transcrigéo reversa das amostras de
RNA total provenientes das linhagens HT-1080, HCT-116, SK-Mel-37 e SK-Mel-188
foi de boa qualidade, ndo havendo presencga de inibidores nas amostras e com
presenca de transcritos de tamanho suficiente para permitir a amplificacdo do gene
de expressao constitutiva NOTCH2 por PCR, que gerou uma banda de 310 bp

uniforme entre as amostras.
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Figura 19. Avaliagdo da qualidade da transcricdo reversa utilizando iniciadores
para NOTCH2.

Dois microgramas do RNA total das culturas celulares tratadas ou ndo com rhPTX3 foram
reversamente transcritos utilizando iniciadores oligo(dT)20 e o kit ImProm Il (Promega). Os
cDNAs sintetizados (1 pl da reagédo) foram utilizados como molde em PCR utilizando
iniciadores especificos para o gene NOTCH2 e gerando um amplicon de 310 bp. Os
produtos amplificados foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1,2% em
TAE 1X corado com brometo de etideo. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular pel-45
HIND IIl (A) e ladder 100 bp (Invitrogen) (C); demais canaletas: produto amplificado das
amostras de cDNA (1 pl) das linhagens (A) HT-1080; (B) HCT-116; (C) SK-Mel-37 e (D) SK-
Mel-188; C1, C2 e C3: grupos controle. T1, T2 e T3: grupo tratado com a proteina rhPTX3.
CN: controle negativo (sem DNA). CP: controle positivo. Para os produtos da PCR, foram
adicionados 1 pl de tampéo de corrida de DNA 6X em 6 ul de amostra.
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Em seguida, o cDNA das células HT-1080, HCT-116, SK-Mel-37 e SK-Mel-
188 do grupo controle (n=3) e tratado com rhPTX3 (n=3) foi diluido em 1:10 e a
reacdo de PCR em tempo real foi efetuada em triplicata técnica para cada cDNA. Os
indices de fluorescéncia dos genes alvo foram normalizados quanto seus niveis de
amplificacdo utilizando os trés genes calibradores de expressdo -constitutiva,
GAPDH, HPRT1 e ACTB utilizando a Equacéao 2. Foram feitas mais duas reacbes de
PCR em tempo real (replicatas 02 e 03) para a linhagem de melanoma SK-Mel-37
utilizando apenas o GAPDH como normalizador de expressao constitutiva. Nesse
caso foi utilizada a férmula de MW Pfaffl (Pfaffl, 2001).

Nossos dados mostram que a linhagem HT-1080 tem expressdo diminuida
(p < 0,001) do transcrito de PTX3 no grupo tratado (0,87 + 0,02; fold change -1,14x)
em comparagao ao grupo controle (1,0 £ 0,01). O mesmo efeito foi observado para o
gene do principal fator pré-angiogénico VEGFA (controle 1,0 £ 0,02; tratado 0,80 %
0,02; fold change -1,25x; p < 0,001). Em nenhum dos outros genes foi observado

efeito modulatério em resposta ao tratamento com a proteina rhPTX3 (Figura 20).

De forma similar ao observado em HT-1080, a expressao génica de PTX3 na
linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116 foi diminuida no grupo tratado
(0,72 £ 0,03; p < 0,001) comparado ao grupo controle (1,01 + 0,04; fold change -
1,39x). Foi observada uma reducéo na quantidade de transcritos do gene FGFR4 no
grupo tratado em resposta ao tratamento com rhPTX3 (controle 1,0 £ 0,02; tratado
0,88 % 0,03; fold change -1,13x; p < 0,05). O nivel de expressdo de TNFA também
foi diminuido no grupo que recebeu rhPTX3 em comparagdo com o grupo controle
(1,08 + 0,06; tratado 0,65 * 0,15; fold change -1,53x; p < 0,05) (Figura 21).

Nas linhagens de melanoma, foram observados efeitos diferentes. Enquanto
o tratamento com a proteina rhPTX3 na linhagem SK-Mel-188 nao promoveu
mudancas significativas em nenhum dos genes em nenhum dos tempos observados
(3 e 24 horas; Figura 22), na linhagem de melanoma humano SK-Mel-37, na
replicata 01, observamos que os niveis de transcritos de FGF2 aumentaram trés
horas apds o tratamento com rhPTX3 (controle 1,03 + 0,13; tratado 1,46x + 0,08; p <
0,05). Nas replicatas 02 e 03, foi observado um efeito contrario dos niveis do mRNA

de FGF2, onde os niveis foram significativamente reduzidos na replicata 02:
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(controle 1,02 £ 0,07; tratado 0,26 £ 0,03, fold change de -4,44) e na replicata 03
(controle 1,01 = 0,05; tratado 0,51 + 0,09, fold change de -1,97). Os niveis de
transcritos de FGFR4 e FGFBP que foram regulados positivamente na replicata 01
[FGFR4 (controle 1,0 £ 0,02; tratado 1,24x £ 0,03; p < 0,001); FGFBP (controle 1,02
+ 0,07; tratado 1,28x = 0,03; p < 0,05)] e 02 (FGFRA4 fold change de 2,9x, p < 0,0001;
FGFBP 2,47x, p < 0,0001), ndo foram regulados na replicata 03 (Figura 23 e Figura
24).
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Figura 20. Modulacédo da expressdo génica por rhPTX3 na linhagem celular HT-
1080 de fibrossarcoma

Os niveis de expresséo génica de PTX3, genes pré angiogénicos (VEGFA, FGF2, FGFBP),
receptores do tipo tirosina quinase (FGFR1, 2 e 4), citocinas IL1B, IL8 e TNFA foram
avaliados por RT-PCR em tempo real pelo método SYBR Green. No grupo tratado (n=3) as
células foram mantidas em meio DMEM contendo 10% de FBS e apds 24 horas, o meio foi
substituido por um contendo 10 pg/ml de rhPTX3 e as células foram incubadas por mais 3
horas. O grupo controle (n=3) ndo recebeu rhPTX3. Apds o RNA total foi extraido pelo
método TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromll usando oligo(dT)20 ancorados. A
PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata técnica de um cDNA diluido em 1:10 e a
quantificagéo relativa foi calculada utilizando a equacao proposta por Hellemans (Hellemans
et al., 2007). Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo controle que foi definido
como tendo nivel de expressao 1x. NRQ: quantidade relativa normalizada. Estatistica: teste t
de Student (média + erro padrao).
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Figura 21. Analise do efeito de rhPTX3 sobre o perfil de expressdo génica nas
células HCT-116

Os niveis de expresséo génica de PTX3, genes pré angiogénicos (VEGFA, FGF2, FGFBP),
receptores do tipo tirosina quinase (FGFR1, 2 e 4), citocinas IL1B, IL8 e TNFA foram
avaliados por RT-PCR em tempo real utilizando como sistema de detecgdo o SYBR Green.
No grupo tratado (n=3) as células foram mantidas em meio McCoy 5A contendo 10% de
FBS e apds 24 horas, o meio foi substituido por um contendo 10 pg/ml de rhPTX3 e as
células foram incubadas por mais 3 horas. O grupo controle (n=3) ndo recebeu rhPTX3. Em
seguida, o RNA total foi extraido pelo método TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit
ImPromll usando oligo(dT)20 ancorados. A PCR em tempo real foi efetuada em triplicata
técnica de um cDNA diluido em 1:10 e a quantificagao relativa foi calculada utilizando a
equacao proposta por Hellemans (Hellemans et al., 2007). Os resultados estao expressos
em relagdo ao grupo controle que foi definido como tendo nivel de expressdo 1x. NRQ:
expressao génica relativa. Estatistica: teste t de Student (média + erro padréo).

Na replicata 01 do tempo de 24 horas com a rhPTX3, o tratamento foi capaz
de promover o aumento nos numeros de transcrito de PTX3, FGF2, IL8 e TNFA em
comparagao ao grupo nao tratado (fold change 1,45x p < 0,01; 1,36x p < 0,01; 1,41x
p < 0,001 e 1,37x p < 0,01, respectivamente). Nas outras replicatas independentes,
os niveis observados de FGF2 foram diminuidos em -1,97x p < 0,01 (replicata 02) e
1,65x p < 0,01 (replicata 03), enquanto os niveis de IL8 e TNFA nao foram
modulados tanto na replicata 02 quanto na 03 (Figura 24). Com relagdo a modulagao
da expressao génica das citocinas pro-inflamatérias TNFA, IL1B e IL8, em resposta
ao tratamento com rhPTX3 por 3 horas, ndo foi observado nenhuma modificagédo
nos niveis de transcrito nas linhagens HT-1080, SK-Mel-37, SK-Mel-188 e HCT-116.
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Figura 22. Andlise do efeito de rhPTX3 na expressao génica de SK-Mel-188

Os niveis de expressdo génica de PTX3, dos genes pré angiogénicos (VEGFA, FGF2,
FGFBP), dos receptores do tipo tirosina quinase (FGFR1, 2 e 4) e das citocinas IL1B, IL8 e
TNFA foram avaliados por RT-PCR em tempo real pelo método SYBR Green. No grupo
tratado (n=3) as células foram mantidas em meio DMEM contendo 10% de FBS e apds 24
horas, o meio foi substituido por outro contendo 10 pg/ml de rhPTX3 e as células foram
incubadas por 3 horas. O grupo controle (n=3) ndo recebeu rhPTX3. Apos o tratamento, o
RNA total foi extraido pelo método TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromlIl usando
oligo(dT)2o ancorados. A PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata técnica de um cDNA
diluido em 1:10 e a quantificagdo relativa foi calculada utilizando a equagao proposta por
Hellemans (Hellemans et al., 2007). Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo
controle que foi definido como tendo nivel de expressao 1x. NRQ: expressao génica relativa.
Estatistica: teste t de Student (média * erro padréo).
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Figura 23. Andlise do efeito de rhPTX3 na expressao génica de SK-Mel-37

Os niveis de expressdo génica de PTX3, genes pré angiogénicos (VEGFA, FGF2, FGFBP),
receptores do tipo tirosina quinase (FGFR1, 2 e 4), citocinas IL1B, IL8 e TNFA foram
avaliados por RT-PCR em tempo real pelo método SYBR Green. No grupo tratado (n=3) as
células foram mantidas em meio DMEM contendo 10% de FBS e apds 24 horas, o meio foi
substituido por um contendo 10 ug/ml de rhPTX3 e as células foram incubadas por 3 horas
(A) e 24 horas (B). O grupo controle (n=3) ndo recebeu rhPTX3. Apds o tratamento, o RNA
total foi extraido pelo método TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromll usando
oligo(dT)2 ancorados. A PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata técnica de um cDNA
diluido em 1:10 e a quantificagcao relativa foi calculada utilizando a equagao proposta por
Hellemans (Hellemans et al., 2007). Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo
controle que foi definido como tendo nivel de expressao 1x. NRQ: expressao génica relativa.
Estatistica: teste t de Student (média * erro padrao).
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Figura 24. Analise do efeito de rhPTX3 na expressao génica de SK-Mel-37
(replicata 02 e 03)

Os niveis de expressdo génica dos genes diferencialmente expressos na replicata 01 do
tratamento com rhPTX3 foram avaliados por RT-PCR em tempo real pelo método SYBR
Green. No grupo tratado (n=3) as células foram mantidas em meio DMEM contendo 10% de
FBS e apos 24 horas, o meio foi substituido por um contendo 10 ug/ml de rhPTX3 e as
células foram incubadas por mais 3 horas (A e B — replicata 02 e 03) e 24 horas (C e D —
replicata 02 e 03). O grupo controle (n=3) ndo recebeu rhPTX3. Apds, o RNA total foi
extraido utilizando o miRVana Isolation Kit e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromll usando
oligo(dT)2 ancorados. A PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata técnica de um cDNA
diluido em 1:10 e a quantificagdo relativa foi calculada utilizando a equagao proposta por
MW Pfaffl (2001). Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo controle que foi
definido como tendo nivel de expressdo 1x. NRQ: expresséo génica relativa. Estatistica:
teste t de Student (média + erro padréo).
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5.7. Analise da expressao de miRNA

Para a analise da expressao de miRNAs em resposta ao tratamento com a
proteina PTX3 recombinante humana, o RNA total de trés replicatas independentes
foi extraido das linhagens de melanoma maligno SK-Mel-37 e SK-Mel-188 conforme
descrito no tépico 4.10.1 da pagina 60. A quantificagdo do RNA total extraido foi feita
a partir de 1 yl de RNA total diluido 1:10 ou 1:20 em agua ultra-pura tratada com
0,1% DEPC através da leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
260 nm no equipamento Nanodrop. A integridade do RNA total foi avaliada por
eletroforese capilar utlizando o equipamento BioAnalyzer conforme Figura 25 e
Figura 26.

Todos os RNAs extraidos obtiveram um valor RIN acima de 9,5, indicando
RNAs de altissima qualidade, o que garante seu uso para ensaios de transcricao
reversa € PCR em tempo real (indice RIN requerido: > 5) (Figura 25 e Figura 26).
Cabe observar que as amostras D4 e D6 apresentam um perfil tipico de RNA 28 e
18S e que o valor RIN nao foi gerado por provavel problemas no Bioanalyzer,
deslocando as bandas para posi¢cdes inadequadas Figura 25. A amostra B5, apesar
de néao ter gerado numero RIN, foi utilizada nos experimentos por possuir perfil de
bandas esperadas para RNA integros. Ja a amostra C2 apresentou um perfil tipico
de RNA degradado (Figura 25).

Assim, as amostras de SK-Mel-37 (replicata 01: 1-6; replicata 02: C1, C3-C5;
replicata 03: D1-D6; 24 horas: replicata 01: 7-12; replicata 02: A1-A6 e replicata 03:
B1-B6) e de SK-Mel-188 (replicata 01: 13-18; replicata 02: E2-E6; replicata 03: F1-
F6. 24 horas: E2-E6) foram submetidas a transcricdo reversa utilizando a enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase com um pool de 14 primers de miRNA e 2
primers dos snoRNA RNU44 e RNU48. Em seguida, o cDNA foi diluido 1:10 e
utilizado como molde para reacdo de PCR em tempo real com sondas TagMan

especificas para cada miRNA no equipamento QuantStudio 12K Flex.

Inicialmente foi feito um screening dos miRNA diferencialmente expressos
em resposta ao tratamento com a rhPTX3 e esse experimento foi feito utilizando
apenas duplicata técnica de cada cDNA alvo das células SK-Mel-188 e SK-Mel-37
tratadas por 3 e 24 horas. Como resultado, observamos que o tratamento com a
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proteina rhPTX3 modulou positivamente a expressao dos miRNA miR-188 (fold
change 2,65x p < 0,05) e miR-29b (fold change 1,56x p < 0,05) apenas no tempo de
3 horas na célula SK-Mel-37 (Figura 27A) e dos miR-149 (tempo 3H, fold change -
1,74x p < 0,05) e miR-21 (tempo 24H, fold change 1,26x p < 0,05) na célula SK-Mel-
188 (Figura 27C e D, respectivamente). Repetimos esse experimento utilizando
triplicata técnica dos cDNAs e constatamos que os miRNAs miR-188 (SK-Mel-37) e
miR-149 (SK-Mel-188) apresentaram resultados consistentes (fold change 1,94x p <
0,05 e -1,77x p < 0,01, respectivamente). Prosseguimos as analises com apenas
esses dois miRNAs e foram feitas reacbes de PCR em tempo real nas replicatas
independentes 02 e 03. Entretanto, ndo houve modulacdo da expressdo desses

microRNAs em resposta ao tratamento com rhPTX3 nestas replicatas (Figura 28).
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Figura 25. Integridade do RNA total da linhagem de melanoma SK-Mel-37 para
analise de miRNA

O RNA total das células de melanoma SK-Mel-37 tratado por 3 ou 24 horas (trés replicatas
independentes cada) foi extraido utilizando o kit miRVana miRNA Isolation Kit e a
integridade do RNA total foi avaliado por eletroforese capilar utilizando o chip RNA Nano no
equipamento Bioanalyzer. Geéis virtuais gerados a partir de eletroferogramas dos RNAs
ribossomais 18 e 28S das amostras de SK-Mel-37: 3 horas: replicata 1: 1-6; replicata 02:
C1-C5; replicata 03: D1-D6; 24 horas: replicata 01: 7-12; replicata 02: A1-A6 e replicata 03:
B1-B6. A tabela mostra o valor RIN (RNA Integrity Number) obtido para cada amostra.
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Figura 26. Integridade do RNA total da linhagem de melanoma SK-Mel-188 para
analise de miRNA

O RNA total das células de melanoma SK-Mel-188 tratado por 3 (trés replicatas
independentes) ou 24 horas (uma replicata) foi extraido utilizando o kit miRVana miRNA
Isolation Kit e a integridade do RNA total foi avaliado por eletroforese capilar utilizando o
chip RNA Nano no equipamento Bioanalyzer. Géis virtuais gerados a partir de
eletroferogramas dos RNAs ribossomais 18 e 28S das amostras de SK-Mel-188: 3 horas:
replicata 01: 13-18; replicata 02: E2-E6; replicata 03: F1-F6. 24 horas: 19-24. A tabela
mostra o valor RIN (RNA Integrity Number) obtido para cada amostra.
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Figura 27. Andlise do efeito de rhPTX3 na expressdao de miRNAs nas linhagens de
melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188

Os niveis de expressao dos miR-188, miR-221, miR-210, miR-149, miR-199a, miR-17, miR-
29b, miR-21 e miR-10a foram avaliados por RT-PCR em tempo real utilizando sondas
TagMan. No grupo tratado (n=3) as células foram mantidas em meio DMEM contendo 10%
de FBS e ap0ds 24 horas, o meio foi substituido por um contendo 10 ug/ml de rhPTX3 e as
células foram incubadas por 3 horas. O grupo controle (n=3) n&o recebeu rhPTX3. Apds o
RNA total foi extraido utilizando miRVana miRNA Isolation Kit e o cDNA foi sintetizado pelo
kit utilizando um pool de iniciadores para todos os miRNA e a enzima MultiScribe™ Reverse
Transcriptase. A PCR em tempo real foi efetuada em duplicata técnica de um cDNA diluido
em 1:10 e a quantificacéo relativa foi calculada utilizando a equacéo de Livak e Schmittgen
2-28CT Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo controle que foi definido como
tendo nivel de expressdo 1x. Estatistica: teste t de Student (mediana com intervalo
interquartil).
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Figura 28. Anadlise do efeito de rhPTX3 na expressao dos miR-188 e miR-149 nas
linhagens de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188

Os niveis de expressao dos miR-188 e miR-149 foram avaliados por RT-PCR em tempo real
utilizando sondas TagMan. No grupo tratado (n=3) as células foram mantidas em meio
DMEM contendo 10% de FBS e apos 24 horas, o meio foi substituido por um contendo 10
pg/ml de rhPTX3 e as células foram incubadas por mais 3 horas. O grupo controle (n=3) n&o
recebeu rhPTX3. Apds o RNA total foi extraido utilizando miRVana miRNA Isolation Kit e o
cDNA foi sintetizado pelo kit utilizando um pool iniciadores para todos os miRNA e a enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase. A PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata técnica
de um cDNA diluido em 1:10 e a quantificagéo relativa foi calculada utilizando a equacgao de
Livak e Schmittgen 2-22CT, Os resultados estdo expressos em relagdo ao grupo controle que
foi definido como tendo nivel de expressao 1x. A) SK37: SK-Mel-37; B) SK188: SK-Mel-188;
Rep: replicata. Estatistica: teste t de Student (mediana com intervalo interquartil).
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5.8. Obtencao de linhagens transfectadas estaveis

Utilizamos duas linhagens de células provenientes de melanoma maligno
SK-Mel-37 e SK-Mel-188 para o procedimento de transfeccdo com o plasmideo
retroviral contento o cDNA completo de PTX3 humano. Para obtencédo de
quantidade suficiente dos plasmideos pBABE puro e pBABE_PTX3, as bactérias
quimiocompetentes Escherichia coli TOP10 foram transformadas utilizando o
método do choque térmico e plaqueadas em meio LB-agar contendo 100 ug/ml do
antibiético ampicilina. Em presenca de ampicilina ndo houve nenhum crescimento de
coldénias na placa onde foram semeadas as bactérias TOPO10 nao transfectadas;
cresceram 10 colbnias na placa que recebeu as bactérias transformadas com o
plasmideo pBABE_mock e 4 colbnias provenientes das bactérias que receberam o
pBABE_PTX3 (Figura 42, APENDICE 4). Com o auxilio de uma alga calibrada de
coleta (em loop), foram coletadas todas as colénias que cresceram nas placas.
Amostras do lisado das bactérias de cada um dos clones foram utilizadas como
molde em reagdes de PCR para amplificacdo do gene de PTX3 humano, conforme
descrito no tépico 4.11.2, pagina 68. Como mostrado na Figura 29, a partir de todos
os clones de bactérias que foram transformadas com o plasmideo pBABE_PTX3 foi
amplificada uma banda de 431 bp do tamanho esperado correspondente ao inserto
do cDNA de PTX3 humano, enquanto nenhuma amplificacido correu a partir dos
clones transformados com o pBABE_mock que cresceram em presenca de
ampicilina. Selecionamos aleatoriamente dois clones (clone 5 de pBABE_mock:
5 mock; clone 4 de pBABE_PTX3: 4 PTX3) para preparagdo do DNA plasmidial

(PDNA) em média escala (mid-prep) conforme descrito no tépico 4.11.3 (pagina 68).

Obtivemos uma quantidade total de 5,6 ug do pDNA pBABE_mock e 2,58 ug
do pBABE_PTX3. Os pDNAs obtidos foram de excelente qualidade atestada pela
baixa contaminagao tanto por proteinas, quanto por sais (razdo 260/280 nm: ~2,2 e

razao 260/230 nm: ~2,4, respectivamente) (Tabela 10).

A confirmagao das construgcdes na preparacdo de plasmideos foi feita por
analise de restricdo utilizando a enzima EcoRI e, novamente, também por PCR. O
vetor pBABE-puro contém apenas um sitio de restricdo reconhecido pela enzima

ECORI, localizado na regiao MSC do plasmideo. Portanto, a digestdo do plasmideo
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com essa enzima, lineariza o vetor e, por eletroforese é possivel a visualizacao de
apenas uma banda do tamanho do vetor. Foi o que observamos como resultado da
digestdo do pDNA do clone 5 que foi transfectado com o plasmideo vazio
(pPBABE_mock).

Na construcdo pBABE_PTX3 sdo encontrados trés sitios de restricdo para
EcoRI nas posi¢cbes 1362, 2252. O primeiro € resultante do sitio de clonagem do
inserto no sitio original para EcoRI presente na regido MSC do vetor e o segundo
sitio presente na sequéncia clonada do cDNA de PTX3. Desta forma, observamos,
conforme esperado, que a digestdo com EcoRI do plasmideo extraido do clone 4,
transformado com pBABE _PTX3, gerou as bandas esperadas com tamanho
aproximado de 5000, 900 e 400 e de 5.000 bp correspondente ao vetor vazio
pBABE_mock. (Figura 30A).

Com relagcdo a amplificacdo por PCR utilizando iniciadores para PTX3,
houve formacéo do produto amplificado de tamanho esperado de 471 bp apenas a
partir do clone 4 PTX3, conforme esperado, nao havendo sinais de amplificagao a

partir do pDNA extraido do clone 5_mock (Figura 30B).
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Figura 29. Confirmacgao, por PCR, dos clones de bactérias transformadas com
os plasmideos pBABE_mock e pBABE_PTX3

As bactérias quimiocompetentes TOP10 foram transformadas pelo método do choque
térmico para incorporacdo do DNA plasmidial pPBABE_mock ou com o cDNA completo de
PTX3 humano (pBABE_PTX3). As bactérias foram plagueadas em meio LB-agar contendo
ampicilina 100 ug/ml, as colénias que cresceram foram coletadas e cultivadas em meio LB
por 16 horas e 2 pl da cultura usados como molde para a reagdo PCR utilizando iniciadores
especificos para PTX3 humano. Os géis acima mostram o produto da PCR (amplicon)
fracionado eletroforeticamente em gel de agarose 1,2% corado com 0,5 pg/ml BrEt. O
tamanho da banda amplificada dos clones transformados com o plasmideo pBABE/PTX3
apresentou o tamanho esperado de 437 bp. CP: controle positivo para PTX3 de um cDNA
construido a partir do RNA total extraido da linhagem HT-1080; CN: controle negativo da
reagao (sem DNA); bp: pares de bases.

Tabela 10. Quantificagdao dos pDNAs extraidos dos clones 4_PTX3 e 5_mock

260/280 | 260/230 TOTAL
nm nm (ng[l_")

Branco -0,4 0,79 1,19
pBABE_mock (1:20) | 280,1 2,2 2,38 5.602
pBABE_PTX3 (1:20)| 129,1 2,19 2,34 2.582

Amostra (ng/ul)

1:20: fator de diluicdo do pDNA em agua ultrapura esterilizada
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Figura 30. Analise de restricdo e por PCR para confirmacao dos plasmideos
obtidos por mid-prep a partir dos clones 5 mock e 4 PTX3 das bactérias
transformadas

Os pDNAs pBABE_mock (5,6 ug) e pBABE_PTX3 (2,6ug) obtidos por midi-prep foram
submetidos a digestéo utilizando a endonuclease de restrigdo EcoRI (5U a 37 °C por 15 min)
e o produto da digestdo. foi fracionado eletroforeticamente em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo e fotografado sob luz UV para visualizagdo das bandas (A).
Paralelamente, os plasmideos (10 pg de cada) foram usados como molde em reagdes de
PCR com iniciadores especificos para PTX3. O produto amplificado foi submetido a
fracionamento eletroforético em gel de agarose X%, corado com brometo de etideo e
fotografado sob luz UV para visualizagdo das bandas (B). CP: controle positivo para PTX3
de um cDNA construido a partir do RNA total extraido da linhagem HT-1080. CN: controle
negativo (sem cDNA). bp: pares de bases. Ladder:1 kb (A); Ladder 100 bp (B) (Invitrogen).
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Apos a verificagdo da qualidade dos pDNAs pBABE_mock e pBABE_PTX3,
as ceélulas SK-Mel-37 e SK-Mel-188 WT (tipo selvagem, ndo transfectadas) foram
submetidas ao experimento de curva de morte com concentragdes variadas de
puromicina (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 pg/ml) em meio DMEM com 10% de FBS e 2 mM de
L-glutamina por 24, 48 e 72 horas. Como resultado, foi observado que a menor
concentracao de puromicina que mata 100% das células apds 48 horas foi de 1
ug/ml para SK-Mel-37 e 0,5 pg/ml para SK-Mel-188 (APENDICE 6). Determinada a
concentragcao de uso da puromicina, as células foram plaqueadas em 01 célula por
poco da placa de 96 pocos e constatamos que ambas as células das linhagens de
melanoma maligno SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram capazes de formar colbénias a

partir de uma unica célula.

Em seguida, as células foram submetidas ao procedimento de transfecgao
utilizando o kit Effectene Transfection Reagent com quantidades de pDNA (mock e
PTX3) que variava de 50 a 400 ng e de 2,5 a 7,5 pl de Effectene. Como resultado,
identificamos que as condigbes de reagentes que foram eficientes para a
transfeccéo das células foram: 400 ng de DNA plasmidial e 5 ou 7,5 pl de Effectene.
Apds 1 més da transfecgdo obtivemos culturas estaveis de células de melanoma
humano SK-Mel-37 e SK-Mel-188 wild type (Figura 31A e D, respectivamente)
transfectadas com os plasmideos pBABE_mock (Figura 31B e E)e pBABE_PTX3
(Figura 31C e F).

Utilizando o método da microscopia Optica de contraste de fase na
magnificagcdo de 200X, nao foi possivel observar modificagdes na morfologia das
células SK-Mel-188 transfectadas com pBABE mock e pBABE PTX3 em
comparagdo com as células wild type através. Entretanto, quando analisamos a
linhagem SK-Mel-37, pudemos constatar que as células transformadas com
pBABE_PTX3 apresentaram bolhas de membranas, que estdo ausentes nas células

wild type e pBABE_mock.

Em seguida, o nivel de expressao dos transcritos de PTX3 nas células foi
avaliado quanto a por RT-PCR em tempo real, bem como as taxas de proliferacao

celular pelo método do MTT.
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A extracdo do RNA total e a transcricao reversa das células transfectadas
foram realizadas conforme descrito nos itens 4.9.2 e 4.9.3, respectivamente. A
reacao de PCR em tempo real foi feita utilizando iniciadores especificos para PCR e
a metodologia estd descrita no topico 4.9.4. Os resultados mostram que a
transfeccdo das células SK-Mel-37 com o vetor vazio ndo alterou o padréo de
expressdo de PTX3 (Figura 32A). Entretanto, nas células SK-Mel-37 transfectadas
com o plasmideo pBABE_PTX3 ocorreu um aumento estatisticamente significativo
de aproximadamente 50 vezes (p < 0,0001) dos niveis de transcritos de PTX3 da
ordem de 51) em relagédo ao grupo WT. Na linhagem SK-Mel-188, a transfecgdo com
pBABE_PTX3 aumentou os niveis de transcrito em 88,5 vezes em relagéo ao grupo
WT (p < 0,001) e 274,3 em comparagao com o grupo pBABE_mock (p = 0,0003)
(Figura 32B). E possivel observar que as células transfectadas com pBABE_mock
expressam menos PTX3 que as células WT (-3,1x p < 0,05) (Figura 32B).

Figura 31. Aspectos morfolégicos das células SK-Mel-37 e SK-Mel-188
transfectadas com os plasmideos pBABE_mock e pBABE_PTX3.

As células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 foram transfectadas com 400 ng dos
plasmideos pBABE_mock e pBABE_PTX3 utilizando o kit Effectene Transfection Reagent
em meio DMEM contendo 10% de FBS e 2 mM de L-glutamina. A selegcdo clones
transfectados foi feita pelo cultivo das células em presenga do antibidtico puromicina.
Micrografias representativas das culturas wild type (painéis A e D), transformadas com
pBABE_mock (painéis B e E) e com pBABE_PTX3 (C e F) das células SK-Mel-37 (painéis
A, B e C) e SK-Mel-188 (painéis D, E e F), respectivamente. apresentando transfecgao
estavel do plasmideo. Barra de escala: 50 ym Magnificagdo de 200X.
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Figura 32. Analise da expressao génica nas células de melanoma transfectadas

Os niveis de expressdo do gene PTX3 nas células SK-Mel-37 e SK-Mel-188 WT e
transfectadas com os plasmideos pBABE_mock e pBABE_PTX3 foram avaliados por RT-
PCR em tempo real pelo método SYBR Green. O RNA total das células mantidas em cultura
por 24 horas em DMEM 10% FBS contendo penicilina e estreptomicina (células WT) ou
puromicina (transfectadas) foi extraido utilizando o TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit
ImPromll usando oligo(dT)2o ancorados. A PCR em tempo real foi efetuada em ftriplicata
técnica a partir do cDNA diluido 1:10 de (A) SK-Mel-37 ou (B) SK-Mel-188 utilizando
iniciador especifico para PTX3 humano e a quantificagédo relativa foi calculada utilizando a
equagao de MW Pfaffl (2001) normalizado com GAPDH. Os resultados estdo expressos em
relagdo ao grupo WT que foi definido como tendo nivel de expressao 1. Estatistica: ANOVA
one way.

5.8.1. Andlise da proliferacio das células de melanoma
transfectadas
A proliferacdo das células de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 tipo
selvagem (WT) e transfectadas com os pDNAs pBABE_mock e pBABE_PTX3 foi
avaliada pelo método do MTT nos tempos 24, 48 e 72 horas, conforme descrito no
tépico 4.11.6 da pagina 72. Observamos que as células transfectadas com o
plasmideo pBABE_PTX3 tiveram suas taxas de proliferagdo celular
significativamente inibidas em comparagéo ao grupo WT e pBABE_mock, em ambas
as células. As diferencas na taxa de proliferacdo da SK-Mel-37 mock e PTX3 se
deram nos tempos 48 horas: (MOCK X 2,94 + 0,04 S.E.M, PTX3 2,2 + 0,06 p <0,01)
e 72 horas (MOCK 4,07 + 0,07, PTX3 2,76 + 0,08 p < 0,001, Figura 33A). E possivel
observar que as taxas de proliferagdo de MOCK sao significativamente menores que
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as células WT: 24 horas (WT 2,29 + 0,47, MOCK 1,4 £ 0,02 p < 0,01), 48 horas (WT
5,4 + 0,07, MOCK 2,94 + 0,04 p < 0,001) e 72 horas (WT 5,79 * 0,24, MOCK 4,07 +
0,07 p < 0,001). Na linhagem SK-Mel-188 nao foram observadas diferengas nas
taxas de proliferacdo entre WT e mock, apenas entre WT x PTX3 e mock x PTX3
nos tempos: 48 horas (WT 5,06 + 0,4, MOCK 4,5+ 0,3, PTX3 3,11 £0,25p<0,01) e
72 horas (WT 7,7 £ 0,9, MOCK 7,9 £ 0,5, PTX3 5,72 + 0,2, p < 0,01 WT x PTX3 e p
< 0,001 MOCK x PTX3, Figura 33B). Os valores estdo sendo reportados como

sendo a proliferagao relativa ao tempo 0 horas.
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Figura 33. Anadlise da proliferagcao das células de melanoma transfectadas com
PTX3

A proliferagao das células SK-Mel-37 e SK-Mel-188 WT e transfectadas com pBABE_mock
e pBABE_PTX3 foi analisada pelo método MTT. As células foram plagueadas em seis
replicatas técnicas em pogos de 0,9 cm? em 100 pl de meio DMEM 10% FBS e meio seletivo
(DMEM 10% FBS com puromicina para as transfectadas) e foram incubadas por 24, 48 e 72
horas a 37 °C, 5% CO.. Em seguida, 10 yl de MTT (5 mg/ml) foi adicionado e as células
foram incubadas por mais 3 horas. O meio foi removido e adicionou-se 100 ul de 1:1 SDS
20% e dimetilformamida por 2 horas. A absorbancia foi mensurada a 595 nm. Taxas de
proliferagéo das células (A) SK-Mel-37 e (B) SK-Mel-188. Simbolos: WT x mock: #' p < 0,01;
&' p <0,001. WT x PTX3: #* p < 0,01; & p < 0,001. MOCK x PTX3: # p < 0,01; & p <
0,001. N = 1 replicata. O calculo da proliferagdo relativa ao tempo foi feito utilizando o valor
de absorbancia dos tempos 24h/0h, 48h/0h e 72h/0h.
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5.9. Efeito da PTX3 no xenoenxerto tumoral

As células de melanoma SK-Mel-37 transfectadas com o vetor pBABE_mock
e pBABE_PTX3 foram inoculadas nos dois flancos contralaterais traseiros (3 milhdes
de células em 100 ul de PBS1x esterilizado / flanco) de camundongos BALB/c
atimicos nude Foxn1"/nu machos com 12 semanas de idade (n= 6 animais, 12
inéculos por grupo). A cada cinco dias, o peso do animal foi avaliado usando uma
balanca e os tumores medidos com o auxilio de um paquimetro. O volume do tumor
foi calculado utilizando a férmula (D x d?)/2; onde D: didametro maior, d: didametro
menor do tumor. Os dados da Figura 34A mostram que os tumores provenientes das
células transfectadas com o cDNA de PTX3 humano, apresentaram um volume
tumoral significativamente menor que o derivado das células transfectadas com o
vetor pBABE_mock a partir do 25° dia apés o indculo (MOCK X 0,138 + S.E.M 0,06
cm? n = 8; PTX3 0,024 + 0,02 cm® p < 0,05 n = 5). E possivel observar que o peso
dos animais no grupo mock reduziu significativamente entre os o 20° (28,3 + 0,42 g)
e 0 39° (26,5 + 0,4 g; p < 0,05) dia ap6s o inéculo (Figura 34B). Alteracdes

significativas no peso dos animais nao foram observadas no grupo com PTX3.

No dia 42, os animais foram eutanasiados e os tumores foram coletados,
pesados (Figura 34C) e fotografados (Figura 35 e Figura 36). Nao foi observada
diferenca significativa entre o peso dos tumores no 42° dia (Figura 34C). Entretanto,
0 numero e calibre dos vasos parecem ser maiores nos tumores do grupo mock em
comparagao aos tumores observados nos animais do grupo PTX3 (Figura 36). O
uptake do tumor, neste ensaio preliminar, foi maior no grupo mock (5 de 6
camundongos) do que no grupo PTX3 (3 de 6 camundongos) (Tabela 11). Os
tumores coletados foram entdo seccionados em duas metades sendo uma fixada em
formalina para posterior anadlise histologica. A outra metade foi rapidamente
congelada em nitrogénio liquido e em seguida transferida para freezer -80 °C para

subsequente extragdo de RNA total e analise de expressao génica.
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Figura 34. Analise do volume do tumor proveniente de xenoenxerto de células SK-
Mel-37 transfectadas

Em cada um dos flancos traseiros de camundongos BALB/c Foxn7"/"“ com 12 semanas de
idade foram inoculados 100 pl de uma suspensao, em PBS1X a 4 °C, contendo 3 milhdes de
células SK-Mel-37 transfectadas com pBABE_mock e pBABE_PTX3 (n=6 animais/grupo).
Os animais foram mantidos sob condicbes SPF em sistema de racks ventiladas e sob
regime de 12h luz e 12h escuro, recebendo ragao e agua autoclavada ad libitum. A cada 5
dias, (A) os tumores foram mensurados com o auxilio de um paquimetro e (B) o peso dos
camundongos eram medidos com o auxilio de uma balanga. O volume dos tumores foi
calculado com a formula (D x d?)/2; onde D: didametro maior, d: didmetro menor do tumor. (C)
peso (gramas) dos tumores extraidos no dia 42. Valores de A e B: X £ S.E.M; C: mediana
com intervalo interquartil.
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Tabela 11. Uptake dos tumores nos camundongos inoculados com células de
melanoma transfectadas com PTX3 (SK-Mel-37 pBABE_PTX3) ou com o vetor
vazio (SK-Mel-37 pBABE_mock)

N° de animais com

o L o L
Grupos tumor / N° de animais N® de animais corn N° de animais com
. tumores unilaterais tumores bilaterais
inoculados
pBABE_MOCK 5/6 1/6 4/6
pBABE_PTX3 3/6 1/6 2/6
N° - nimero

! ; | /

Figura 35. Aspecto externo dos melanomas de 42 dias induzidos em
camundongos BALB/c nude.

Camundongos BALB/c nude foram inoculados bilateralmente com 3 milhdes de células SK-
Mel-37 transfectadas com pBABE_mock (painel A) ou com pBABE_PTX3 (painel B).
Quarenta e dois dias depois, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100
mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente) e fotografados com camera digital. N = 6 animais por
grupo.
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Figura 36. Aspecto dos tumores de 42 dias extraidos dos camundongos BALBI/c
nude inoculados com células de melanoma.

Camundongos BALB/c nude foram inoculados bilateralmente com 3 milhdes de células SK-
Mel-37 transfectadas com pBABE_mock ou pBABE_PTX3. Quarenta e dois dias depois, os
animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente), os tumores foram expostos e fotografados com camera digital. Painel A:
pele sem tumor; Painéis B, C e D: tumores desenvolvidos nos animais inoculados com SK-
Mel-37 pBABE_PTX3. Painéis E, F, G, H, I: tumores desenvolvidos nos animais inoculados
com SK-Mel-37 pBABE_mock. N = 6 animais por grupo.
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6. Discussao

Desde sua identificacdo, varios estudos tém sido realizados visando
caracterizar a proteina PTX3, tanto estruturalmente, quanto funcionalmente. Estes
estudos tém atribuido a PTX3 uma variedade de ag¢des bioldgicas, que vao desde o
reconhecimento e opsonizagdo de patdégenos (Diniz et al., 2004), regulagdo da
resposta imune inata e inflamagao e até um papel crucial na fertilidade feminina
(Garlanda et al., 2005). PTX3 é uma glicoproteina de acao pleiotrépica, considerada
o protétipo da subfamilia das pentraxinas longas e faz parte da classe das proteinas
de fase aguda, ou seja, seus niveis séricos aumentam subitamente (100 a 400
vezes) num periodo de 6 a 8 horas em resposta a infeccdo e a sinais proé-
inflamatdrios especificos (Lee et al., 1993; Mairuhu et al., 2005; Deban et al., 2011).

Nos ultimos anos, varias fungdes regulatérias importantes foram atribuidas a
PTX3 nos diferentes aspectos da progressdo tumoral, como angiogénese e
disseminacdo metastatica e que suas fungdes podem ser tanto como um agente
anti- ou pro-tumoral. Isso porque, foi mostrado que a PTX3 é capaz de estimular a
migracao das células de carcinoma pancreatico e que os niveis de PTX3 no soro de
estdo associados a um mau prognostico de pacientes com essa patologia (Kondo et
al., 2013). Outro estudo mostrou que o silenciamento de PTX3 foi capaz de inibir a
viabilidade celular, a formagao de colénias e induziu a parada do ciclo celular na
fase G2/M de células de cancer cervical HeLa e SiHa in vitro e tumorigenicidade e
potencial metastatico in vivo (Ying et al., 2016). PTX3 também é capaz de estimular
a migracao celular e o processo metastatico osteolitico de células de cancer de
mama MDA-MB-231 em resposta a estimulos de citocinas pro-inflamatérias como
TNFA (Choi et al., 2014).

Por outro lado, outros estudos vém mostrando que a PTX3 também funciona
como um agente anti-tumoral. Leali e colaboradores mostraram que PTX3 inibiu a
angiogénese e progressao tumoral in vivo de células de carcinoma mamario murino
S115 regulados por hormoénios esteroides (DHT - dihidrotestosterona), através do
bloqueio das atividades pré-angiogénicas de FGF8, isoforma b (Leali et al., 2011).
De forma silimar, Ronca e colaboradores (2013) mostraram, em dois estudos, que

PTX3 também inibiu a progressao de células cancer de prostata murina TAMP-C2 e
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humana LNCaP reguladas por DHT e FGF2 ou FGF8b (Ronca, Alessi, et al., 2013) e
a proliferagdo e migragao celular dependente de FGF2 em células de melanoma
murino B16-F10 e humano A375 (Ronca, Di Salle, et al., 2013). Assim, levando em
consideracao essa dualidade de fungdes atribuidas a PTX3 no cancer, resolvemos
aprofundar as investigacdes do papel dessa proteina em células tumorais que

expressam constitutivamente os genes da via FGF2.

Os estudos iniciais sugestivos de que PTX3 poderia ter uma acéao
antitumoral, relacionavam esta atividade ao fato de sua interacao (proteina:proteina)
aos FGF2 e 8 inibir a acado pro-tumorigénica destes fatores. Os FGFs sao proteinas
cuja sinalizagao € paracrina com fungdes pleiotrépicas relacionadas a proliferagao,
sobrevivéncia e diferenciagcado celular, remodelagao tecidual, interacdo célula-célula
e angiogénese (Beenken e Mohammadi, 2009). A desregulagdo da expressao
desses fatores é tida como um mecanismo importante para o sucesso da progressao

neoplasica (Daniele et al., 2012).

Assim, como primeira abordagem, fizemos um screening sobre a expressao
dos FGFs e seus receptores tirosina- quinases especificos (FGFR 1 a 4) nas
linhagens derivadas de tumores humanos que possuiamos no banco de células do
laboratério LGEX. Usando como modelos experimentais células tumorais que
expressassem os FGFs e seus receptores buscamos investigar as acdes biolégicas
e a modulagdo da expressdo de genes por PTX3 que pudessem interferir no
desenvolvimento tumoral e malignidade. Assim, foram selecionadas como modelo as
células de adenocarcinoma colorretal HT1080, o fibrosarcoma HCT 116 e os
melanomas SK-Mel-37 e SK-Mel 188 que de acordo com os niveis de expressao
relativa de FGF foram classificados em MID e LOW, pois as 3 primeiras linhagens

expressavam niveis mais elevados de transcritos para FGF2 do que a ultima.

A primeira caracteristica investigada foi a taxa de proliferagdo celular.
Nossos achados mostraram um efeito inibitério consistente da proliferagéo celular
promovida porPTX3 somente nas linhagens de melanoma humano. Nestas células
também observamos que rhPTX3 inibe, in vitro, duas outras caracteristicas
importantes para o sucesso tumoral: a migragcdo celular e o crescimento

independente de ancoragem. A capacidade de inibicdo do crescimento tumoral por
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PTX3 foi também evidenciada no modelo experimental in vivo onde o tumor induzido
nos camundongos nude pela injegdo dos melanomas transfectados com PTX3
cresceu numa taxa menor do que a observada nos tumores dos camundongos

controle.

Outro aspecto importante, foi o efeito modulatério de PTX3 sobre genes
associados a inflamagao e angiogénese na linhagem de melanoma SK-Mel-37. Nas
células de fibrossarcoma HT-1080 e adenocarcinoma colorretal HCT-116 a proteina
PTX3 também modulou os genes relacionados a inflamagao e angiogénese, mas
sem prejuizo a proliferagao celular destas linhagens. Com relagdo a expressao de
miRNAs relacionados a progressdao de melanomas, observamos efeitos
contrastantes em resposta ao tratamento com a PTX3 nas células de melanoma SK-
Mel-37 e SK-Mel-188.

Os dados obtidos das linhagens de fibrossarcoma humano HT-1080
(FGF2MID) " indicaram que a utilizacdo da proteina rhPTX3 foi incapaz de modular
tanto positivamente quando negativamente a proliferagao (Figura 12, pagina 81) e a
migracao celular desta linhagem (Figura 16, pagina 85). Porém, rhPTX3 modulou
negativamente a expresséo de PTX3 e de VEGFA, principal fator angiogénico, o que
sugere que, no contexto in vivo, PTX3 pode afetar a angiogénese tumoral. Essa
hipétese encontra apoio em dados recém-obtidos pelo nosso grupo (Rodrigues, P.F.
2018, em elaboragao), que mostraram que a progressao de tumores induzidos em
camundongos pela inoculagdo em camundongos NOD/SCID de células HT-1080
transfectadas com o cDNA de PTX3 é bastante inibida, com forte correlagdo com
uma diminuicdo da angiogénese tumoral. No contexto deste trabalho, a linhagem
HT-1080 ja expressa altos niveis de PTX3 de forma endogena (PTX3HICH) o0 que
pode explicar a possivel auséncia de efeito do tratamento com a rhPTX3 na
proliferacdo celular in vitro desta linhagem. Uma abordagem metodolégica que ja
estda em andamento por outro membro do laboratério € o silenciamento do gene de
PTX3 nas células HT-1080.

Referente as células de cancer colorretal HCT-116, identificamos que o
tratamento com PTX3 reduziu o numero de transcritos codificados a partir do gene

de PTX3, FGFR4 e do fator de necrose tumoral (TNFA) em aproximadamente em
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40% (Figura 21, pagina 96). Apesar de nao termos observados efeitos promovidos
por PTX3 na proliferagdo celular da linhagem HCT-116 in vitro, a modulagéo
negativa de FGFR4 por PTX3 pode sinalizar a possibilidade de algum efeito da
proteina sobre essa linhagem celular, o que ainda precisa ser melhor investigado.
Enquanto que o gene TNFA codifica uma proteina que desempenha uma série de
funcdes na homeostase imune, na regulagéo apoptética, na proliferagao celular e na
inflamacao (Zins et al., 2007). Ja foi mostrado que a inibicao do fator TNFA é
importante para o tratamento de individuos com céncer de cdélon provenientes de
colite ulcerativa (Popivanova, 2008). Também foi descrito que em células de cancer
de célon humano SW620, o bloqueio de TNFA inibe a proliferagao dessa linhagem
(Zins et al., 2007) e que a expressao de TNFA esta relacionada ao aumento da
atividade metastatica de células CHO (chinese hamster ovary) inoculadas em

camundongos Nude (Malik et al., 1990).

Em nenhuma das células analisadas foi detectado aumento no indice
proliferativo promovido por PTX3. A cultura das células em condicdes de baixo soro
(2%) teve como objetivo avaliar a capacidade das diferentes linhagens de
proliferarem sob estas condi¢cdes. No sistema imune, PTX3 apresenta uma natureza
de carater dual, ou seja, a depender do patégeno, a presenga de PTX3 pode ser
protetora ou deletéria (Soares et al., 2006; Moalli, Jaillon, et al., 2011). Amparado
pela dualidade de papeis de PTXS3, foi apropriado avaliar alguma possivel atividade
pro-proliferativa mediada por PTX3 e para isso, as células foram também foram
cultivadas e tratadas em baixa concentragcdo de soro. Uma vez que o FBS é um
importante suplemento aditivo para meios de cultura composto principalmente por
fatores que estimulam o crescimento celular com pouco ou nenhum fator inibitério
(Zheng et al., 2006), o ensaio com alta concentracdo de soro (10%) poderia

mascarar um possivel efeito pro-proliferativo promovido por PTX3.

De forma similar ao apresentado nesse trabalho, Ronca e colaboradores
mostraram que a expressao aumentada de PTX3 inibe a proliferacdo de células
altamente tumorigénicas de melanoma murino B16-F10 apds estimulo de FGF2
exogeno (Ronca, Di Salle, et al., 2013). A associagdo FGF2/FGFR é descrita como
um sistema que desempenha papel importante na progressdo tumoral de

melanomas (Tsunoda et al., 2007) e de cancer de colon (Lieu et al., 2011). Com
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base nessas referéncias, € natural sugerirmos que a agéao inibitéria de PTX3 nas
células tumorais humanas avaliadas nesse trabalho também pode estar relacionada

a inibicao do efeito pro-proliferativo mediado pelo sistema FGF2/FGFR4.

Em humanos, o FGFR4 ¢é descrito como sendo o principal receptor de FGF2,
seguido por FGFR3 e FGFR1 (Ornitz et al., 1996). Ja FGFBPs sao proteinas de
ligacdo especificas que estabilizam a ligagdo de FGF2 aos seus receptores.
Obtivemos dados consistentes que mostraram a expressao aumentada de FGFR4 e
FGFBP em SK-Mel-37, o que sugere um mecanismo compensatorio da inibicao da
expressao de FGF2 em resposta ao tratamento com PTX3. O FGFR4 é um receptor
que também ¢é ativado por muitos outros ligantes paracrinos pro-proliferativos e pro-
angiogénicos da familia FGF, como o FGF1 e FGF4 (Ornitz et al., 1996; Beenken e
Mohammadi, 2009). As funcbes de FGF1 e FGF4 na patogénese do cancer ja sao
bem descritas (Qi et al., 2016; Shi et al., 2016), porém, com relagdo ao
desenvolvimento e progressdo de melanomas, a literatura atual € escassa. Assim,
apesar da expressao aumentada de FGFR4 e FGFBP em SK-Mel-37 sinalizar um
aumento na proliferagao celular, o tratamento com a PTX3 foi suficiente para inibir,
mesmo que de maneira discreta, a proliferagao celular de SK-Mel-37, como de fato

constatamos (Figura 11, pagina 80).

Com relagdo a modulagao da expressao de FGF2 no melanoma SK-Mel-37,
obtivemos dados antagdnicos. Foi observado que o tratamento com rhPTX3 por 3 ou
24 horas induziu a expressao de FGF2 (Figura 23, pagina 98), sugerindo uma breve
resposta compensatéria num /oop autécrino de estimulo proliferativo, o que poderia
inclusive justificar, junto com o aumento da expressdo de FGFR4 e FGFBP, o
porqué da inibicdo da proliferacdo celular ter sido discreta. Entretanto, também
obtivemos resultados que mostram a expressao diminuida de FGF2 nos tempos 3 e
24 horas ap6s o tratamento com rhPTX3 (Figura 24, paginas 99). Nesse caso, o
sequestro de FGF2 por PTX3 enddgeno sinaliza para a regulagado negativa do FGF2
endogeno, o que estaria contribuindo para a inibigdo da proliferagéo celular. Porém,
esses dados nao sao suficientes sobre a acao de PTX3 na expressao de FGF2,
exigindo a realizagdo de novas replicatas experimentais que confirmem esse

cenario.
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Enquanto na linhagem SK-Mel-37 tivemos mudancas nos niveis de
expressao de transcritos, em SK-Mel-188 nao houve modulagdo da expressao
génica em resposta ao tratamento com rhPTX3 (Figura 22, pagina 97). Os efeitos
diferentes observados nas duas linhagens de melanoma podem ser explicados pela
diferenca no estadio do tumor de origem das linhagens. A linhagem SK-Mel-37 é um
melanoma do tipo epitelidide, cuja analise de antigenos de superficie celular revelam
qgue as células sao positivas para A010, receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e proteoglicanos de sulfato de condroitina associado a melanoma (mMCSP —
melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan), antigeno de diferenciagao
de melandcitos. Esses marcadores indicam que a linhagem SK-Mel-37 é proveniente
de um melanoma de fase precoce (N. et al., 1987). Ja a linhagem SK-Mel-188,
possui morfologia do tipo fusiforme, com processos dendriticos longos, e é descrita
como sendo proveniente de melanoma de fase tardia, uma vez que os marcadores
de superficie mais proeminente expressos sao C350, CF21, TA99, Mel 1 e M144
(Carey et al., 1976; N. et al., 1987). Outra caracteristica que distingue as duas
células é o nivel de atividade da tirosinase, uma metaloenzima que controla a
producdo de melanina. Houghton e colaboradores (1987) avaliaram a atividade da
tirosinase na SK-Mel-37 e SK-Mel-188 e constataram que linhagem SK-Mel-37 é um
melanoma do tipo amelanocitico, por possuir niveis atividade de tirosinase iguais as
de um cancer renal controle (SK-RC-6, ndo melanocitico), enquanto a SK-Mel-188
produz alta quantidade de melanina (7,6x mais que em SK-RC-6). A producao
exagerada de melanina é descrita como um fator que dificulta o sucesso de

abordagens terapéuticas baseadas na radioterapia (Brozyna et al., 2016).

Identificamos, de maneira inédita, que os transcritos de PTX3 estdo em
niveis muito mais baixos nas células de melanoma de fase tardia (SK-Mel-188)
guando comparado as células de melanoma de fase precoce (SK-Mel-37) (Figura
10). A perda de expressao de PTX3 no desenvolvimento dos melanomas pode ser
um sinal de mau prognéstico e a investigagéo da relagao de PTX3 com a progressao
dos tumores € um processo que precisa ser esclarecido de forma a propor essa

molécula como um biomarcador da progressdo de melanomas.

Também mostramos que o tratamento com a proteina PTX3 exdégena afeta

tanto a migragcdo, quanto o crescimento independente de ancoragem dessas
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linhagens. A capacidade de sobreviver e crescer na auséncia de um substrato de
ancoragem, como a matriz extracelular (ECM) em tecidos e em contato com células
vizinhas €& uma das principais caracteristicas de células nao-neoplasicas
transformadas e de células tumorais (Mori et al., 2009). A perda dessa dependéncia
esta fortemente relacionada ao potencial tumorigénico das células, propriedade das
células tenderem a crescer e sobreviver em locais inapropriados in vivo, facilitando a
invasao e metastase tumoral. Esta caracteristica € descrita como um fator que
categoriza os tumores em malignos e benignos (Mori et al., 2009; Anchorage-
Independent Cell Growth, 2012).

Nossos dados indicaram que rhPTX3 diminuiu substancialmente a area total
das col6nias das linhagens de melanoma apods trés semanas de tratamento (Figura
17, pagina 87). Na literatura, esse fenbmeno também foi observado na linhagem
murina de melanoma B16-F10 transfectadas com cDNA de PTX3, onde os autores
descrevem que PTX3 foi capaz de modular a expressao de genes relacionados com
0 processo da transicdo do fendtipo epitelial para mesenquimal (EMT) (Ronca, Di
Salle, et al., 2013). Esse processo permite com que células epiteliais polarizadas,
que normalmente interagem com a membrana basal através da superficie basal,
passem por profundas mudancas bioquimicas que as permitem assumir um fenétipo
de células mesenquimais, como capacidade de migracdo e invasdo ampliada,
resisténcia aumentada a apoptose e produgédo exagerada de componentes da matriz
extracelular, como SNAI1 (proteina zinc finger SNAI1), SNAI2 (ou Slug), FOXC2
(proteina foxhead box C2), N-caderina, fibronectina, além dos microRNAs miR10b e
miR21 (Kalluri e Weinberg, 2009).

Neste sentido, foram desenhados iniciadores para analise de expressao por
RT-PCR em tempo real de genes envolvidos tanto no processo EMT (caderina
epitelial CDH1 e mesenquimal CDH2), quanto genes que codificam proteinas de
jungdes-gap de comunicacao celular (conexina 43 - GJA1, gap junction protein alpha
1) nas linhagens SK-Mel-37 e SK-Mel-188, foram desenhados tratadas com PTX3
ou transfectadas com o vetor de expressdo deste gene. Esses dados poderao
contribuir para um melhor entendimento do papel de PTX3 na interacao célula-célula
e no processo EMT. A lista destes iniciadores esta descrita no APENDICE 5 e os

mesmos ja se encontram em processo de otimizagao.
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A migragéao celular de ambas as linhagens de melanoma também foi afetada
pelo tratamento diario com rhPTX3 (Figura 15, pagina 84). O mecanismo da
migracdo € um ponto central para o sucesso da metastase tumoral, ou seja, a
motilidade permite que uma célula neoplasica invada vasos sanguineos e linfaticos
circundantes, se espalhando e afetando érgaos distantes. Para se espalhar nos
tecidos, as células tumorais utilizam os mesmos mecanismos de migracdo (como
modificagdo na morfologia, polaridade e rigidez celular) que ocorrem em células nao-
neoplasicas durante os processos fisiolégicos, como morfogénese embrionaria,
regeneracdo tecidual e o arranjo das células do sistema imune durante uma
inflamacao (Friedl e Wolf, 2003).

Com a finalidade de minimizar o efeito que a proliferacao celular teria sobre
o fechamento da lesdo, mascarando o processo migratério das células, utilizamos
um antibiético chamado mitomicina C (MMC), que bloqueia a replicagdo do DNA e a
transcricdo do RNA, inibindo a sintese proteica e a consequente atividade
proliferativa (Verweij e Pinedo, 1990). Assim, foi necessario otimizar as
concentracoes e tempo de tratamento com MMC nas diferentes células, uma vez
que o tratamento prolongado causa morte celular. Entdo, as células de melanoma da
linhagem SK-Mel-37 foram tratadas por 16 horas com MMC e a SK-Mel-188 foi
tratada por 8 horas com MMC antes do tratamento diario com rhPTX3 e a migragao
celular foi acompanhada até o fechamento completo da lesdo. Observamos que na
linhagem SK-Mel-188 a migracao celular foi inibida no tempo 72 horas tanto na
comparacgao entre os grupos controle (apenas DMEM) e tratado com rhPTX3, como
nos grupos controle (MMC) e tratado (MMC+PTX3) que receberam MMC. O mesmo
fendmeno foi observado no tempo 96 horas, porém, as diferengas estatisticas foram

observadas apenas nos grupos MMC+PTX3 e PTX3.

Na linhagem SK-Mel-37, observamos que a inibicdo da migracao celular se
deu apenas quando comparando os grupos controle (DMEM) com os grupos MMC e
MMC+PTX3, nédo havendo diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
MMC e MMC+PTX3. O tratamento com rhPTX3 ndo modificou as taxas de migracao
celular em HT-1080 (regenera a lesdo em 8 horas). Os dados achados com a
linhagem SK-Mel-188 indicam a possibilidade de PTX3 afetar a motilidade celular

nas células de melanoma que expressam FGF2 e que estdo em estagio tardio.
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Nossos dados encontram respaldo na literatura onde é relatado que PTX3 inibe a
migracao de fibroblastos e de plasmdcitos provenientes de pacientes com mieloma
multiplo (MM), impactando na angiogénese de MM mediada por FGF2 (Basile et al.,
2013). De forma similar, foi mostrado que a migracao de células dependente do
sistema FGF2/FGFR em melanoma murino também foi afetada pela expressao
aumentada de PTX3 (Ronca, Di Salle, et al., 2013).

Um detalhe interessante que observamos foi 0 aumento da expressao de IL8
na linhagem de SK-Mel-37, 24 horas apés o tratamento com a rhPTX3 (Figura 23,
pagina 98). Apesar desse fendbmeno ter acontecido apenas em uma das replicatas,
resolvemos discutir esse dado uma vez que a IL8 € uma importante citocina descrita
como sendo indutora da angiogénese e da migragcdo em melanomas através de um
sistema autdcrino de estimulagdo e que a regulacéo positiva de IL8 em células de
melanoma esta amplamente relacionada com o potencial metastatico (Luca et al.,
1997). Elaboramos uma hipétese de que as células de melanoma SK-Mel-37
estariam aumentando a expressado de IL8 em resposta a rhPTX3 como sendo um
mecanismo de escape para manutengdo do seu potencial maligno, entretanto essa
hipétese precisara ser investigada. Nesta mesma replicata, observamos que a
expressao de TNFA foi regulada positivamente em resposta a rhPTX3. TNFA foi
inicialmente caracterizado como uma molécula citotéxica para células cancerosas,
entretanto atualmente TNFA é descrito como um fator pleiotrépico e com papel
antagbénico em melanomas, onde sua regulacido positiva pode tanto inibir quando
promover o crescimento tumoral, neste ultimo caso agindo como indutor da invaséo
celular e do angiotropismo (mecanismo em que as células de melanoma se
aproximam da superficie luminal de vasos sanguineos ou linfaticos) (Sharfman,
2012; Donia et al., 2016).

Neste trabalho também fizemos uma avaliacdo do impacto da rhPTX3 na
expressao de doze microRNAs (miRNA) relacionados com a tumorigénese, em
especial a progressdo de melanomas, e com miRNAs preditos de se ligarem a
PTX3, nas linhagens SK-Mel-37 e SK-Mel-18. Os miRNA sao oligonucleotideos
pequenos, de aproximadamente 22 nucleotideos e podem regular a tradugdo de
centenas de genes através de sitios especificos de ligagdo a RNA mensageiros, que

dependendo do grau de complementariedade entre as fitas de mMRNA-miRNA, pode
125



resultar na inibicdo da tradugdo e/ou a degradagdo completa do mRNA (Bartel,
2005). A descoberta dos miRNAs trouxe a tona novos mecanismos moleculares para
o contexto da tumorigénese, que acreditava-se estar relacionada apenas por
alteragbes genética e/ou epigenéticas em oncogenes ou genes supressores de
tumor (Melo e Esteller, 2011).

Calin e colaboradores (2004) mostraram que aproximadamente 52% dos
genes de miRNA estao localizados em regides genbmicas associadas ao cancer, em
regidbes de perda de heterozigosidade, regides de translocacdo, ou em sitios
“frageis”, como as pontas centroméricas e teloméricas (Calin et al., 2004). Nesses
casos os MiRNAs podem funcionar como oncogenes ou genes supressores de
tumor. As funcbes atribuidas aos miRNAs oncogenes, que sao normalmente
expressos em canceres, € a de suprimir os genes supressores de tumor, enquanto
os miRNAs do tipo supressor de tumor estdo normalmente regulados negativamente
em alguns tipos de cancer e acredita-se que estes miRNAs possuem oncogenes
como alvos (Shatseva et al., 2011). Na biogénese dos miRNA, a estrutura em loop
do pré-miRNA pode gerar duas fitas que serdo complementares ao mRNA alvo, a
fita 5p (ou forward 5-3’) e a fita 3p (reverse 3’-5’), cuja estabilidade sera
determinante para a fita entrar no complexo RISC (complexo de silenciamento

induzido por RNA) e assim se ligar ao seu alvo (Bartel, 2009).

Assim, utilizamos o software IPA (Ingenuity Pathway Analysis) e da busca na
literatura sobre miRNAs e cancer para fazer a selecdo dos miRNAs candidatos
(APENDICE 7). O IPA é uma ferramenta poderosa de busca de dados ‘omics
(genbmica, transcriptoma, proteoma e metaboloma), capaz de identificar novos alvos
ou biomarcadores candidatos no contexto dos sistemas biologicos. Usando esta
ferramenta, foram selecionados os seguintes miRNAs maduros humanos: hsa-miR-
10a-5p; hsa-miR-17-5p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-29b-3p; hsa-miR-149-5p; hsa-miR-
150-5p; hsa-miR-155-5p; hsa-miR-188-5p; hsa-miR-199a-3p; hsa-miR-208a-3p; hsa-
miR-210-3p; hsa-miR-214-3p; hsa-miR-221-3p; hsa-miR-491-5p como alvos para
este estudo. A tabela do APENDICE 7 mostra em quais tumores esses miRNA ja

foram descritos.
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Para nossos experimentos, fez-se necessario um screening inicial dos
miRNAs elencados acima que estariam diferencialmente expressos em resposta a
rhPTX3 nos tempos 3 e 24 horas. Para isso, as reagcdes de PCR em tempo real
foram feitas utilizando apenas duplicata técnica de cada cDNA e os que estivessem
diferencialmente expressos seriam avaliados utilizando triplicata técnica dos cDNA
em trés experimentos independentes. Nossos dados preliminares mostraram que a
proteina PTX3 modulou positivamente a expressdo do microRNA supressor de
tumor miR-188 apenas no tempo de 3 horas nas células SK-Mel-37 (Figura 27A) e
negativamente a expressdo do microRNA oncogénico miR-149 nas células SK-Mel-
188, também com 3 horas apés o tratamento (Figura 27C). Consideramos esses
resultados como preliminares uma vez que quando prosseguimos as analises
utilizando outras duas replicatas independentes, ndo observamos o mesmo efeito
estatisticamente significativo, embora pare¢ca haver uma tendéncia de aumento da

expressao do miR-188 e uma diminuicao do miR-149 na replicata 02 (Figura 28).

Esses dados ressaltam a necessidade de aprofundamento das investigagoes
da acdo de PTX3 sobre esses miRNAs, uma vez que ja foi mostrado que a
expressao deficiente do miR-149 foi capaz de comprometer a sobrevivéncia de
células de melanoma e de inibir o crescimento tumoral in vivo, enquanto que a
expressao aumentada de miR-149 foi encontrada em isolados de melanoma
metastaticos humanos (Jin et al., 2011). E importante salientar que o miR-149 esta
associado ao aumento da expressdo de TP53 mutante em células de melanoma,
fazendo com que a proteina TP53 falhe em atuar como um supressor de tumor
efetivo, contribuindo para a sobrevivéncia das células de melanoma (Jin et al.,
2011). Entretanto, outro mecanismo que pode justificar a necessidade do
aprofundamento da investigacao dos efeitos de PTX3 sobre a expressdo do miR-149
em melanomas é que, enquanto a inibicdo do miR-149 favorece as agdes do
supressor de tumor TP53, predi¢ées em bancos de dados de miRNA mostram que o

miR-149 tem como alvo o mRNA de ST13 (p48, supressao da tumorigenicidade 13).

A proteina ST13 possui fungbes duais dependendo do tipo de céancer, por
exemplo, foi mostrado que a expressdo aumentada de ST13 é capaz de inibir a
proliferacdo, migracdo e formacao de colbénia de células de cancer colorretal in vitro

(Bai et al., 2012), enquanto que o aumento da expressao de ST13 é um indicativo de
127



mau prognostico em melanomas, pois os niveis de ST13 foram encontrados
aumentados em melanomas em fase de crescimento vertical e fase metastatica
(Mcdonald et al., 2004), funcionando, assim, como um fator oncogénico para
melanomas (Pisapia et al., 2015). Assim, se por um lado, a inibicdo de miR-149
poderia ser um mecanismo pelo qual PTX3 inibiria a progressdo tumoral de
melanomas, por outro lado poderia provocar um aumento da expressado de ST13,

que é considerado de mau prognéstico em melanoma.

Com relagcao ao microRNA miR-188, a principal fungao atribuida a ele em
cancer é a de supressor de tumor (APENDICE 7). As funcdes do miRNA-188 estéo
principalmente associadas ao controle da proliferacéo e do ciclo celular, através de
uma regulagdo negativa das fases G1/S, que normalmente estdao ativas
constitutivamente por heterodimeros formadas por ciclinas e quinases dependentes
de ciclinas, como a CCNGH1 (ciclina G1) (Wu et al., 2014). Porém, de forma similar
ao observado com o miR-149, cuja inibicdo prejudica a progressdo do melanoma via
TP53 e favorece via ST13, predigdes indicam que o miR-188 tem como alvo o
supressor de tumor PTEN (homdlogo fosfatase e tensina). A perda de fungdo de
PTEN é amplamente conhecida como fator determinante para a sobrevivéncia e
expansao de melanomas, pois PTEN controla negativamente a ativagdo da via PI3K-
AKT, favorecendo o aumento da sensibilidade das células de melanoma aos
estimulos pré-apoptoticos (Stahl et al., 2003). Pelos motivos antagbnicos dos
mMiRNA-149 e miR-188 acima mencionados, a modulagcdo destes miRNAs por PTX3
deve ser investigada minuciosamente para que seja possivel entender o balango na

expressao dos miRNA com fungdes pro- e antitumorais em melanomas.

Quando fizemos uma comparagao de expresséo de miRNA entre as células,
identificamos que o0 miRNA-199a-3p é expresso na linhagem SK-Mel-37, mas nao é
expresso na SK-Mel-188, enquanto que os miR-150 e miR-155 ndo s&o expressos
em nenhuma das linhagens de melanoma (Figura 27, pagina 103). Funcbes
atribuidas ao miR-199a incluem a promocao da proliferacdo e sobrevivéncia de
células endoteliais e de células de cancer de mama MDA-MB-231, por inibirem a
expressao endogena de caveolina-2 (CAV2), proteina considerada um supressor de
tumor, componente essencial da superficie interna das cavéolas — pequenas

invaginagbes da membrana plasmatica envolvida na transdugdo de sinal,
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metabolismo de lipidios, controle do crescimento celular e apoptose. (Shatseva et
al., 2011). No caso dos melanomas, foi descrito que a fita forward do miR-199a (5p),
funciona como um inibidor da proliferacao celular, parando o ciclo celular na fase G1
em células de melanoma B16 e HME1 in vitro e por regular negativamente HIF1A
(fator 1A induzido por hipdxia) em camundongos Foxn1nu/nu inoculados com células
B16 transfectadas com miRNAs sintéticos de mR-199a-5p (Yang et al., 2016). Outro
estudo também descreveu miR-199a-3p e 5p como promotores de invasio
metastatica, angiogénese e colonizacdo de melanomas A375 (Pencheva et al.,
2012). Levando estes dados em consideracgao, € importante investigar o padrao de
expressao do miR-199a-3p em melanomas de diferentes estagios, para que se
possa entender as fungbes desse microRNA em melanomas e possivelmente

classifica-lo como um biomarcador de melanomas em estadio precoce.

Neste trabalho, também conseguimos gerar linhagens estaveis de
melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 transfectadas com o cDNA completo de PTX3.
Foi observado, por analise de expressao de transcritos por RT-PCR em tempo real,
que as linhagens transfectadas com PTX3 passaram a expressar 50 vezes mais o
gene de PTX3 em relagéo as células transfectadas com o vetor vazio. Esse aumento
no nivel de transcrito gerou sérias implicagdes para as taxas de proliferagcéo celular.
Pudemos constatar que, tanto SK-Mel-37 _pBABE/PTX3, quanto SK-Mel-
188 pBABE/PTX3 tiveram suas taxas de proliferagdo severamente diminuidas,
quando comparamos com O grupo mock e também quando levarmos em

consideracdo as ceélulas tratadas com a rhPTX3.

Evidentemente que o nivel aumentado de expressao do transcrito de PTX3
nas células transfectadas néao reflete diretamente na expressdo da proteina PTX3
funcional. Mecanismos de regulacdo pos-transcricionais, incluindo splicing de
MRNA, degradacdo de mRNA por miRNAs, eventos de translagcdo e pos-
translacional, modificam e afetam a estabilidade das proteinas, assim modificando a
relacéo entre as taxas de mRNA transcritos com as proteinas sintetizadas (Day e
Tuite, 1998; Chang e Hla, 2014). Entretanto, na auséncia de anticorpos especificos
para PTX3 que nos permitisse realizar os experimentos de Western Blot a partir do

lisado celular e/ou ELISA utilizando meio condicionado, para avaliar a expressao
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proteica de PTX3, apoiamo-nos nos resultados de expressdo génica e de

proliferagcédo celular para justificar o ensaio de tumorigénese experimental.

Nossos dados dos ensaios in vivo sao sugestivos da existéncia de um
impacto de PTX3 sobre o uptake, angiogénese e crescimento do melanoma SK-Mel-
37 em camundongos machos Foxn1"/nu_ Este resultado é corroborado pelo trabalho
publicado por Ronca e colaboradores (2013), que mostraram que a PTX3 também
foi capaz de inibir a progressao tumoral in vivo de melanoma murino altamente
tumorigénico B16-10 inoculados em camundongos C57BL/6 (Ronca, Di Salle, et al.,
2013). Os autores atribuiram o prejuizo na progressao tumoral em resposta a PTX3
por conta da inibicdo dos varios fenbmenos que também foram analisados nesse
trabalho, como a migragao, proliferagcao e crescimento independente de ancoragem.
Apesar de Ronca ter publicado um artigo bem elegante e muito similar ao nosso, o
grande destaque deste trabalho é a utilizagdo do modelo de células tumorais
humanas com diferentes estadios de malignidade, onde mostramos que PTX3

também é capaz de inibir a progressao tumoral de melanoma humano.

Além dos efeitos observados acima, isto €, proliferagcao celular e progressao
tumoral, foram identificadas mudangas na morfologia das células SK-Mel-37
transgénicas para PTX3. Em comparagédo com as células pBABE_mock, as células
pBABE PTX3 passaram a apresentar estruturas semelhantes aos blebbings
(bolhas) de membrana ou mesmo estruturas vesiculares funcionais (Figura 31,
pagina 110). A relacdo entre PTX3 e estes blebs ainda nao foi reportada na
literatura. As bolhas de membrana sao normalmente classificadas como protrusdes
de aspecto volumoso e arredondado, com aproximadamente 2 ym de didametro e
reguladas pelo citoesqueleto, cuja fungdes estdo associadas a apoptose, excregao,

citocinese e/ou motilidade celular (Fackler e Grosse, 2008).

No que se refere a motilidade celular, as células neoplasicas sdo conhecidas
por adotar dois tipos principais de invasdo: degradacido proteolitica da matriz
extracelular adjacente e/ou adogao de uma motilidade do tipo mais ameboide, que é
frequentemente acompanhada por bolhas de membrana (Sahai, 2005; Fackler e
Grosse, 2008). Adicionalmente, Sahai e Marshall (2003), mostraram que células de

melanoma A375 usam preferencialmente o modo ameboide associado a blebbing
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para invasdo celular, em vez da protedlise pericelular (Sahai e Marshall, 2003).
Levando isso em conta, poderiamos sugerir que a transfeccao de SK-Mel-37 com
PTX3 estaria aumentando o potencial invasivo, por conta do aumento significativo de
blebs de membrana.

Outra hipétese é de que as estruturas observadas sao vesiculas de
membrana, que em eucariotos funcionam para o transporte de proteinas solluveis
entre compartimentos sub-celulares, como as cisternas de Golgi e endossomos
multivesiculares e/ou vesiculas de membrana formadas a partir da membrana
plasmatica, como microvesiculas externalizada por células secretoras (Théry et al.,
2009). Assim, essas vesiculas podem estar envolvidas no transporte e secregao de
PTX3, que é uma proteina de fase fluida. Portanto, para que possamos caracterizar
e melhor descrever que estruturas sdo essas, ja foram preparados precipitados de
células fixadas de melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 do tipo selvagem (WT),
transfectadas com o plasmideo vazio e com o vetor de expressao de PTX3, que
serdo analisadas por microscopia eletrbnica de transmissdo no centro de
microscopia da UFMG em colaboragdo com a Dra. Luciana de Oliveira Andrade,

professora do Departamento de Morfologia do ICB da UFMG.

Nosso conjunto de dados indica que PTX3 inibe a progressao tumoral em
células de melanoma que expressam os transcritos FGF2/FGFBP/FGFR4. O
mecanismo de agao classico atribuido a PTX3 é o bloqueio da ativagao do receptor
FGFR4, pelo sequestro de FGF2. Com os dados desse trabalho, também podemos
sugerir, que PTX3 age inibindo a expressao génica de FGF2, inibindo as atividades
bioldgicas desse fator, e de maneira preliminar, que PTX3 pode estar alterando a
dindmica de miRNAs envolvidos na melanogénese, mas novos estudos precisarao
ser feitos para confirmagao destes dados. Também mostramos que PTX3 foi capaz
de inibir diversos fatores que promovem o desenvolvimento de melanomas, como a
proliferacdo, migragao celular e crescimento independente de ancoragem. Uma vez
gue melanoma maligno representa o tipo mais letal de cancer de pele, e por ser uma
neoplasia resistente a quimioterapia e radioterapia, € importante expandir esse
projeto de pesquisa, para a avaliacédo de mais trés tipos de linhagens de melanoma
humano (SK-Mel-17, SK-Mel-28 e WM35), aprofundando os ensaios nas células

transfectadas com PTX3, investigando modificagdes nas fases do ciclo celular (sub-
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GO0, GO/G1, S, G2/M), e também genes da via PI3K-AKT e MAPK1 e ciclo celular
(BCL2, BAX, CCND1, MYC), cujos iniciadores para PCR em tempo real ja foram
desenhados e alguns ja foram otimizados (APENDICE 5). Assim sera possivel

montar um painel mais elucidativo da agao PTX3 sobre os melanomas.

132



7. Resumo dos resultados

Com os dados gerados a partir destes estudos esperamos contribuir para a
caracterizacdo da acdo de PTX3 no processo tumorigénico de melanomas uma vez
que mostramos alguns dos mecanismos pelo qual PTX3 age, inibindo importantes
do cancer para a progressao de melanoma. Estamos certos de que um maior
aprofundamento dos estudos precisa ser feito, para que assim, possamos
fundamentar ou ndo seu emprego como possivel alvo farmacolégico ou como
agente antitumoral para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas antitumorais
multimodais de melanoma, como também avaliar o potencial de PTX3 como
candidato a biomarcador a ser usado no diagnéstico de melanomas, seu estadio e
agressividade.

Assim, os resultados mais relevantes deste trabalho estio sintetizados
abaixo:

e As células de fibrossarcoma HT-1080, adenocarcinoma colorretal HCT-116 e
melanoma maligno SK-Mel-37 e SK-Mel-188 expressam os genes de FGF2 e
PTX3 de forma constitutiva, com diferentes niveis de expressao entre si,

sendo os niveis dos transcritos de PTX3 mais elevados em HT-1080.

e Embora o tratamento com a proteina PTX3 recombinante humana (rhPTX3)
ndo iniba a proliferagdo e nem a migragao das células HT-1080, o tratamento

modulou negativamente a expressdo de PTX3 e VEGFA nestas células.
e A rhPTX3 inibiu a expressao dos genes FGFR4 e TNFA em HCT-116.

e PTX3 inibe a proliferagao celular das células de melanoma (SK-Mel-37 e SK-
Mel-188), a taxa de migracdao celular (SK-Mel-188) e a capacidade de

crescimento independente de ancoragem (SK-Mel-37 e SK-Mel-188).

e O tratamento com a rhPTX3 por 3 horas modula negativamente a expressao
do gene FGF2 e positivamente a expressédo dos genes FGFR4 e FGFBP na
linhagem de melanoma fase precoce amelanocitico SK-Mel-37 bem como do
micro-RNA miR-188,
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e O perfil de expressédo dos genes da FGF2, FGFBP e FGFR4 no melanoma
melanocitico de fase tardia SK-Mel-188, nao foi alterado pelo tratamento com
PTX3, mas foi observado uma alteragao do perfil de expressdo do microRNA

miR-149 nesta linhagem.

e O miR-199a-3p é expresso constitutivamente no melanoma de fase precoce

SK-Mel-37 e nao é expresso no melanoma de fase tardia SK-Mel-188.

e PTX3 inibe o crescimento de melanomas induzido pela inoculagcido das células
SK-Mel-37 in vivo.

Na figura 34 é apresentado um esquema sobre as possiveis consequéncias
da modulagédo da expressao de genes envolvidas com a progressao do melanoma

promovida por PTX3.
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Figura 37. Representacdo proposta do envolvimento de PTX3 nas vias de
sinalizagao relacionadas a progressao do melanoma.

O desenvolvimento e expansdo dos melanomas sdo processos controlados por diferentes
vias de sinalizacdo. O principal mecanismo proposto atualmente pelo qual PTX3 afetaria a
progressao dos melanomas seria através da interagdo proteina:proteina com FGF2 que
impediria o engajamento do ligante ao seu receptor, impedindo a ativagdo do FGFRA4.
Entretanto, propomos que a modulagdo da expressédo génica de FGF2, FGFR4 e FGFBP
por PTX3, poderia explicar uma possivel modulagédo das vias de sinalizagdo MAPK (RAF-
MEK-MAPK1) e PI3K-AKT. Adicionalmente, a modulagdo positiva do miR-188 (em azul) por
PTX3 pode ser um fator inibitério de CCNG1 (Ciclina-G1) nas células de melanoma. A
possivel modulagdo negativa do miR-149 oncogénico (em vermelho) também pode provocar
um aumento nos niveis dos genes supressores de tumor, como TP53 e ST13 (p48). & —
ativacdo; | — inibigao; / - via downstream conhecida; @ — degradagéo; ® — fosforilado; -p
desfosforilagéo; +p fosforilagdo. Para elaboragao dessa ilustragéo original, foram utilizadas
as ferramentas: iBioGuide Advaita, PCViz; mirdb.org; e targetscan.org.
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8. Conclusao

PTX3 inibe a proliferagdo, migracao celular e crescimento independente de
ancoragem in vitro e progressao tumoral in vivo de melanomas. Os mecanismos
adjacentes a este efeito biolégico podem estar relacionados tanto a inibicdo da
atividade biolégica dos FGFs (por modulagdo negativa da expressao de FGF2 e/ou
por inibicdo do engajamento de FGF2 aos seus receptores), quanto pela modulagao
da expressdo positiva do miR-188 e negativa miR-149 que regulam a via MAPK e

ciclinas que controlam as fases do ciclo celular.
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9. Perspectivas

Este trabalho aponta PTX3 como um inibidor da proliferagao de células de
melanomas, tanto de fase precoce, quanto de fase tardia. O estudo deve ser
aprofundado visando entender os efeitos de PTX3 na tumorigénese in vivo. Ja fomos
capazes de mostrar de forma preliminar, que os tumores que super-expressam
PTX3 possuem volume e peso menor, mas ha necessidade de se investigar a nivel
tecidual e génico o efeito de PTX3 sobre a expressdo de genes pro-inflamatérios
como TNFA e IL1B e de genes relacionados a angiogénese como VEGFA e FGF2,
bem como avaliar a arquitetura tumoral e angiogénese por imunohistoquimica
utilizando marcadores como CD31 e CD34. Devemos também analisar as
modificacbes nas fases do ciclo celular promovidas por PTX3 e para isso
empregaremos a técnica de citometria de fluxo com marcadores nucleares, como

iodeto de propidio e Topro3.

A avaliacdo do perfil de expressdo de miRNAs deve ser aprofundada,
analisando tanto os miRNA diferencialmente expressos entre melanomas de
diferentes estagios e agressividade, como também a alteracdo do perfil de
expressao destes miRNA por PTX3. Para isso, poderao ser utilizadas placas TLDA
(TagMan Low Density Arrays) e ferramentas de bioinformatica para investigar os

miRNA diferencialmente expressos nos diferentes grupos e estabelecer correlagdes.

Além disso, ja foram desenhados iniciadores especificos para avaliagao por
RT-PCR em tempo real, do perfil de expressao de genes envolvidos no processo de
EMT (caderina epitelial CDH1 e mesenquimal CDH2), e genes que codificam
proteinas de jungdes-gap de comunicagao celular (conexina 43 - GJA1, gap junction
protein alpha 1) nas linhagens SK-Mel-37 e SK-Mel-188 tratadas com PTX3 e
também nas transfectadas. Esses dados poderdo contribuir para um melhor
entendimento do papel de PTX3 na biologia dos melanomas e na interagdo célula-

célula.

Em colaboragcdo com a Profa. Luciana Andrade do Departamento de

Morfologia do ICB da UFMG, estamos avaliando por microscopia eletrbnica de
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transmissao as possiveis alteragcdes que a expressdo aumentada de PTX3 pode ter

promovido na estrutura das células.

Em colaboragdo com a Dra. Isabela Werneck, patologista do Hospital AC
Camargo, analisaremos, por imunohistoquimica, a expressdo de PTX3 em amostras
de tecido de pacientes. Serdo analisadas amostras de aproximadamente 400
pacientes organizadas em TMAs (tissue microarray). Essas analises nos permitirdo
avaliar o potencial de PTX3 como biomarcador da progressdo de melanomas e de
prognostico uma vez que sao conhecidos os dados clinicos dos pacientes. Esses
dados também serdo importantes para avaliacdo de um eventual papel da

pentraxina na biologia deste tipo de tumor.
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ANEXOS

ANEXO 1.

CERTIFICADO

Aprovacao pelo comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacao do papel biolédgico de PTX3 na progresséo tumoral em modelo
murino”, protocolo do CEUA: 352/2016 sob a responsabilidade de Adriana Abalen Martins Dias que envolve a
producéo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 14/03/2017.

Vigéncia do Projeto (requerida pelo pesquisador)

20/01/2017 a 20/01/2019

Finalidade Pesquisa

*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Balb/C Nude
N2 de animais 12

Peso/ldade 20g / 6(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério

*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
Ne de animais 12

Peso/ldade 20g / 6(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / Balb/C

N2 de animais 12

Peso/ldade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / Balb/C Nude

N¢ de animais

6

Peso/Idade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / Balb/C Nude

Ne¢ de animais

6

Peso/Idade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
QOrigem Biotério

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N? de animais

6

Peso/Ildade

20g / 6(semanas)
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Sexo

indiferente

Origem

Biotério

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N® de animais

6

Peso/ldade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N® de animais

6

Peso/ldade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
QOrigem Biotério
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / BALB/c
N¢ de animais 6
Peso/ldade 20g / 6(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério
Consideracdes posteriores:
| 14/03/2017 Aprovado na reunido do dia 13/03/2017.

Belo Horizonte, 25/10/2017.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO II. Estrutura do backbone de pBABE/Puro
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Figura 38. Estrutura do backbone do plasmideo pBABE_mock
O plasmideo pBABE_mock é derivado do retrovirus de leucemia murina Moloney. Este vetor
foi doado pelo pesquisador Dr. Roberto Ronca e a estrutura nucleotidica € composto por

dois LTRs (5" e 3’), genes de resisténcia a puromicina e ampicilina e possui varios sitios de
reconhecimento de enzimas de restricao. O cDNA completo de PTX3 humano foi inserido no
sitio reconhecido por EcoRI.
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APENDICES

APENDICE 1. Analise da contaminagdo por micoplasma das linhagens
de células humanas

HT-1080

HCT116
SKMel37

[oe)
Ss)

-~
g 3
y =
»w O

CN
CP

GAPDH

Micoplasma

Figura 39. Analise da contaminag¢ao por micoplasma nas células humanas

As células tumorais de fibrossarcoma humano HT-1080, adenocarcinoma colorretal HCT-
116, melanoma SK-Mel-37 e SK-Mel-188 e fibroblasto imortalizado GM-637 foram avaliados
quanto a contaminagdo por micoplasma por PCR Duplex. CN: controle negativo. CP:
controle positivo.
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APENDICE 2. Curva de amplificacdo, curva padrio e curva de
dissociagao otimizadas para PTX3
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Figura 40. Condicdes otimizadas dos iniciadores de PTX3 para PCR em tempo real

Os iniciadores desenhados para amplificagdo do cDNA de PTX3 foram otimizados utilizando
cDNA de RNA total extraido da linhagem de fibrossarcoma humano HT-1080. A
concentracao dos iniciadores de PTX3 variou de 5 a 30 pmol/pl € de cDNA variou de 1, 1:10,
1:100 e 1:1000. A) grafico da curva de amplificagdo esta plotado ARn (eixo Y) x ciclos
(quantidade, eixo X). B) Curva de dissociagao: Derivativa (eixo Y) x Temperatura (°C, eixo
X). C) Curva padrao: Cr (eixo Y) x Quantidade de cDNA (eixo X). Valor de slope indica o
decaimento da curva padrdo, gerando um valor de -3,33, que representa eficiéncia de
99,66% pela Equagao 1.
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APENDICE 3. Estruturas secundarias dos iniciadores para amplificagdo
de PTX3 e FGF2 por PCR em tempo real
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Figura 41. Estruturas secundarias (hairpins) possiveis de serem formadas nos
iniciadores para PTX3 e FGF2.

A sequéncia dos iniciadores forward (esquerda) e reverse (direita) desenhados para PTX3
(A) e FGF2 (B) foram submetidos a uma andlise quanto a formagdo de estruturas
secundarias na ferramenta OligoAnalyzer (IDTDNA). Ambas indicam o AG minimo estimado
de cada estrutura e a TM de formagao do hairpin. Quanto mais préximo o valor de AG for de
0 e menor a TM para formagao dessas estruturas, menor é a possibilidade de acontecerem
erros na PCR.

157



APENDICE 4. Bactérias transformadas com os plasmideos pBABE/Puro
mock e PTX3

Figura 42. Clones de bactérias TOP10 transformadas com os plasmideos
pBABE_mock e pPBABE_PTX3

As bactérias quimiocompetentes Escherichia coli TOP10 foram transformadas com 50 ng do
DNA plasmidial pBABE_mock e pBABE_PTX3 utilizando o método do choque térmico
(Sambrook e Russell, 2006). Em seguida, as células foram plagueadas em placas de 100 x
20 mm com meio LB-agar pré-solidificado a temperatura ambiente contendo 100 ug/ml do
antibiotico ampicilina. As placas foram, entédo, incubadas em estufa a 37 °C por 18 horas
(overnight). Com o auxilio de uma alga de coleta calibrada em loop, foram coletadas: A) dez
colénias de bactérias resistentes contendo pDNA pBABE_mock e B) todas (quatro) as
colénias de bactérias contendo pBABE_PTX3. Placas contendo bactérias néao
transformadas foram usadas como controle negativo (C).
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APENDICE 5. Iniciadores desenhados para analise da transicdo EMT, ciclo

celular e vias MAPK e AKT

Tabela 12. Iniciadores desenhados para avaliar o efeito de PTX3 na transigao
epitélio-mesenquimal, ciclo celular e vias MAPK e AKT

Gene alvo Seg,u_er:;f:la
ghCHD1_Fw ATACAC TCT CTTCTC TCACGC TGT
ghCHD1_Rv AATTCGGGC TTGTTGTCATTICT
ghGJA1_Fw CTT TTA AGC AAA AGA GTG GTG CC
ghGJA1_Rv TTC CCT CCAGCAGTT GAGTAG G
ghCHD2_Fw CTACTTTCC TTG CTT CTG ACA ATG GAA
ghCHD2_Rv CTT GAG GTAACA CTT GAG GGG CA
ghBAX_Fw: CCG AGAGGTCTTTTT CCG AG
ghBAX_Rv: GC CTT GAG CACCAGTTT
ghBLC2_Fw: AGG ATA ACG GAG GCT GGG AT
ghBLC2_Rv: CAG GGC CAA ACT GAG CAG AG
ghCCND1_Fw: TCA AAT GTG TGC AGA AGG AGG
ghCCND1_Rv: TCT GTT CCT CGC AGA CCT
ghMYC_Fw: GTA GTG GAA AAC CAG CAG CC
ghMYC_Rv: TCG TCG CAG TAG AAA TAC GG

ghCDKN1A_Fw:
ghCDKN1A_Rv:

GAC CTC TAA AGA CCC CAG AAAT
ACACAGGACTTTTGC CTC CT

ghFGF5_Fw GGG GAT TGT AGG AAT ACG AGG
ghFGF5_Rv TCA TCT GTG AAC TTG GCA CTT
ghAPI5_fw GTT CAC CAC CCA AGA AAT C
ghAPI5_Rv GGC TCC TCT CTG CTC ATA
ghSDC4_Fw CGA TGA GGA TGT AGT GGG G
ghSDC4_Rv AGG CAC CAA GGG ATG G
ghMAPK1_Fw | CGC CGA AGC ACC ATT CA
ghMAPK1_Rv | TCT GAG CCC TTG TCC TGA
ghEGF_Fw GCG TTC CTC TTA GCC CAG TA
ghEGF_Rv AAT GGT TGT GGT CCT GAA GC
ghAKT_Fw AAC ACC TTC ATC ATC CGCT G
gAKT_Rv ACT CCT CCC GCT CCT CA

159



APENDICE 6. Curva de morte das células SK-Mel-37 e SK-Mel-188 com puromicina

Controle Puromicina

A 24H 0,25 pg/mi 0,5 pg/mi 1 pg/ml 2 ug/ml 4 ug/ml

48H

Figura 43. Analise da curva
de morte das células SK-
Mel-37 e SK-Mel-188 em
resposta a puromicina

As células de melanoma
humano foram cultivadas em
meio DMEM contendo 10% de
FBS, 2 mM L-glutamina e
concentragbes variadas de
puromicina (0,25 a 4 pg/ml) e
incubadas a 37 °C, 5% CO:
por 24, 48 e 72 horas.
Micrografias mostram as
células A) SK-Mel-37 (5 x 104
células / 0,95 cm?) e B) SK-
Mel-188 (5 x 10* células / 0,95
cm?) cultivadas em meio com
puromicina por até 48 horas.
Controle: DMEM sem
puromicina.
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APENDICE 7. miRNAs e os diferentes tipos canceres

Tabela 13. miRNAs em diferentes tipos de cancer e funcoes associadas

microRNA Tipo de cancer Referéncia

miR-10a

miR-17

miR-21

miR-29b

miR-149

miR-150

miR-155

microRNA Tipo de cancer Referéncia
miR-188

16
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miR-199a

miR-208a

miR-210

miR-214

miR-221

miR-491

Azul: supressor de tumor; Vermelho: oncogene. Fonte: prépria.
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APENDICE 8. Producao cientifica relacionada a tese

Artigo em preparagao

Long pentraxin PTX3 inhibits FGF2-positive human malignant melanoma cell
growth in vitro

Jodo Paulo Silva Nunes; Priscila Fabiana Rodrigues; Raphael Silva Steinberg;
Alvaro Cantini Nunes, Cecilia Garlanda; Adriana Abalen Martins Dias

Revista a ser submetido: Molecular Cancer Research

Fator de impacto (2017): 4.974 — QUALIS CB1 2013-2016: A2

Artigo publicado
ImageJ macros for the user-friendly analysis of soft-agar and wound-healing

assays
Jodo Paulo Silva Nunes e Adriana Abalen Martins Dias

Revista: BioTechniques
Fator de impacto (2017): 2.943 — QUALIS CB1 2013-2016: B2

Link para acesso: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28403808
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Artigo publicado

Reports

ImagedJ macros for the user-friendly analysis of
soft-agar and wound-healing assays

Joao Paulo Silva Nunes and Adriana Abalen Martins Dias
Laboratory of Experimental Genetics, General Biology Department — ICB, Universidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte, Brazil

BioTechniques 62:175-179 (April 2017) doi 10.2144/000114535
Keywords: macro; Imaged; wound-healing; soft-agar; cancer

Supplementary material for this article is available at www.BioTechniques.com/article/114535.

Recent advances in biological imaging techniques and the enormous amount of data they generate call for the
development of computational tools for efficient and reliable high-throughput analysis. Several software ap-
plications with this functionality are available, and one of the most commonly used is ImagedJ. Here, we pres-
ent two independent macros (WH_NJ and SA_NJ) for automating and facilitating the analysis of images ac-
quired from two in vitro assays frequently used in cancer studies and drug screening: the wound-healing and
soft-agar assays. These two algorithms combine, in a single command, the steps required for the individual
analysis of each image using Imaged. WH_NJ and SA_NJ allow fast, reproducible data analysis without the
experimental bias inherent in manual analyses, thus guaranteeing the robustness and reliability of the results.

The development of computerized
methods for large-scale analyses of
imaging data are currently needed to fill the
gap between the acquisition of hundreds
of images by increasingly fast and
efficient automated techniques and the
subjective evaluation of those images by
researchers (1). For instance, microscopy
is an important tool for analyzing changes
in cell morphology in response to specific
agents, but the amount of data generated
by automated techniques greatly exceeds
manual processing capacity (2).

Several experimental in vitro methods
are currently available to evaluate the
effects of drugs on the morphological
and physiological characteristics of
cancer cells (3). The wound-healing
assay and the evaluation of anchorage-
independent growth in soft-agar are two
classic techniques used for screening
antitumor drugs (4,5). The first assay
evaluates the effects of selected drugs
on cell migration, which is a central feature
of tumor metastasis (6,7) that allows
neoplastic cells to invade the surrounding
blood and lymphatic vessels and spread

to other organs (8,9). The second assay,
on the other hand, is ane of the tests that
most clearly show the malignant trans-
formation of cells, and it is based in the
concept that transformed non-neoplastic
cells and tumor cells are able to survive,
grow, and form colonies in the absence
of anchorage (such as to the extracel-
lular matrix in tissues) or contact with
neighboring cells (10). These assays
have the potential to provide insights on
the effects that drugs may have on the
morphological characteristics of tumor
cells. Both techniques generate results
using microscopy and image processing,
in which the morphology of migrating
or colony-forming cells is examined in
respense to specific agents.

In recent years, biological imaging
techniques have become increasingly
sophisticated and accessible, creating a
demand for computational tools capable
of processing and analyzing the enormous
amount of data generated (11). Indeed,
several computational tools have been
developed to process biological images,
such as Matlab (MathWorks, Inc.) (12),

Image Pro Plus (Media Cybernetics)
(13), TScratch (CSElab) (14), ColonyArea
(15), and other custom-made algorithms
for specific tasks. However, the ever-
increasing amount of biological images
obtained from different experiments
has required the further development of
tools for processing images able to meet
the needs of different tests. Maoreover,
currently available software applications
are not always user-friendly or may be too
expensive for many researchers. Thus,
there is a need for new automated compu-
tational algorithms that perform unbiased,
user-friendly analyses of high-throughput
data and simplify data processing while
guaranteeing robustness and reproduc-
ibility of the results at a reasonable cost.

Here, we present two algorithms
built using the ImagedJ programming
language (National Institutes of Health)
to facilitate automated analyses of images
from cell migration (WH_NJ algorithm)
and anchorage-independent growth in
soft-agar (SA_NJ algorithm) assays. We
used ImageJ since it is a free and open-
source application for the processing of

METHOD SUMMARY

We present two independent algorithms, coded using the ImageJ macro language (1JM), that speed up and eliminate bias
in the analysis of phase contrast optic microscopy images obtained during wound-healing and soft-agar assays.
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multidimensional images (16). Moreover,
the flexibility of the Imaged language
allows for multiple plugins and macros to
be created for a variety of tasks, facilitating
statistical calculations (16).

Currently, analyses of cell migration
are most frequently performed by manual
tracing of twa parallel lines bordering the
edges of the regions without cells, by
outlining the borders of the wound (17),
or by using the sizes of straight lines
connecting the borders of the wounds
(18-20). For the soft-agar assay, the
formula commonly employed is A = =tRr,
where n=3.14, and R and r are the longest
and the shortest radii, respectively, of
the colonies; thus, the researcher must
measure the diameter of each colony
(21). These techniques are necessarily
subjective since the researcher has to
manually trace the regions of interest in
each image (i.e., areas lacking cells or
the areas of the colonies). This is partic-
ularly problematic for large-scale drug
screening experiments with hundreds of
images, when the task becomes laborious
and time-consuming (2). The algorithms
presented here stand out because they
overcome these two problems, allowing
precise, rapid, and unbiased analyses of
both assays.

Materials and methods

Cell culture and image acquisition
Human melanoma SK-MEL-37 cells were
cultured as described in Carey et al. (22).
For the wound-healing assay, cells (1.5
10% were plated in technical triplicates
in 24-well plates (1.9 cm? surface area/
well). After reaching 100% confluence,
2 wounds ~2-mm wide were made in the
monolayer with a 200-ul sterile pipette tip.
Detached cells were removed by washing
with sterile 1x PBS (phosphate buffered
saline; USB Affymetrix, Santa Clara, CA)
pre-warmed to 37°C. Two independent
areas of each lesion were imaged at 0,
12, 24, 48 and 72 h with a Moticam 2300
camera attached to a Motic AE31 inverted
phase contrast microscope (Motic Asia,
Kowloon Bay, Kowloon, Hong Kong) at
40x magnification.

For the soft-agar assay, SK-MEL-37
cells (1.0 x 10°% were suspended in
300 ul DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium; ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA) supplemented with 10%
FBS (ThermoFisher Scientific) and 0.3%
ultra-pure agarose (Sigma-Aldrich, St.
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Figure 1. Serial demarcation and calculation of colony area using the SA_NJ macro. The SA_NJ mac-
ro developed in this study automatically defines the areas of cell colonies grown in suspension, which
are imaged using a phase contrast microscope; the macro generates numerical data corresponding
to the area of the colony in relation to the whole image. (A) Delimitation of six colonies with different
sizes and shapes (black borders), indicating the regions used by the macro for calculation of area. (B)
Window showing a summary of the calculation of the areas of 45 colonies, listing the raw data referring
to the number of colonies per image, the total area, the mean size (if there is more than one colony per
image), and the percentage of the area of the colony in relation to the total area of the image. (C) Com-
parison of the calculation of the area of one colony using the SA_NJ macro and the manual method
of measuring two diameters (A = =Rr; R and r are the longest and the shortest radii, respectively). (D)
Statistical analysis demonstrating that there was no statistically significant difference in the area mea-
surements using the SA_NJ macro versus the manual method (n = 45 colonies). Scale bar: 200 um.

Louis, MO). The suspension was poured
over 300 ul pre-solidified 0.5% agar
base (Sigma-Aldrich) in 24-well plates
(1.9 cm? surface area/well), and the
plates were incubated at 37°C with 5%
CO, atmosphere saturation. Gells were
cultivated for 3 weeks, and the growth
medium on top of the agarose layer was
replaced twice a week. Colonies (n = 45)
were photographed using a Moticam
2300 camera attached to a Motic AE31
inverted phase contrast microscope at
100x magnification.

In both experiments, images of the
cells were captured in JPEG format using
the Motic Image Plus 2.0 software for
Microsoft Windows XP (Redmond, WA).
This software captures images of cells
visualized on the Motic AE31 inverted
phase contrast optic microscope attached
to a Moticam 2300 camera. Photograph
parameters were optimized to obtain high
resolution (i.e., 2048 x 1536 pixels) and
sharpness in the image, and for the best
balance of brightness and contrast that
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allows for clear distinction of regions with
and without cells (Supplementary Figure
S1).

Image processing
We used two online open-access software
applications to calculate the areas of
wounds in the cell migration assay and
the sizes of colonies grown in the soft-agar
assay: (/) the FastStone Image Viewer 5.7
(www.faststone.org/FSViewerDownload.
htm), which clusters images of replicates
and/or treatment groups, generating
a single file for analysis; and (i) Imaged
version 1.49, which can be obtained from
the RSB home page (https:/imagej.nih.
gov/ij/). The subsequent steps involving
the Imaged macros were executed and
tested in the following operating systems:
Microsoft Windows versions 7, 8, 8.1, and
10, and Ubuntu 16.04.1 LTS, instructions
set x64 and x86.

For the installation of both the WH_
NJ and SA_NJ algorithms in Windows,
ImageJ needs to be executed and
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calibrated (Supplementary Figure S2).
The next steps are as follows: click on the
menu item “Plugins,” sub-menu “Macros,”
“Install,” and in the directory of macros
available, select the one of interest and
click “Open.” After restarting the software,
a tab associated with each macro should
be available in the ImageJ window under
“Plugins.”

Optionally, a file with multiple images
can be created for an automated analysis
of several images. To this end, the
following instructions must be executed:
open the FastStone Image Viewer, go to
the directory where the images are stored,
select the photographs of interest (e.g., a
control group), go to the menu “Create”
and click on “Multi-Page File Builder"(or
just press Alt + M). In the new window,
choose the TIFF format, select “UNCOM-
PRESSED” in the option “Compression,”
and click on “Create.” Name the file,
choose a destination folder, and click on
“Save.” Additionally, the user can opt to
open all images using the native option
available in Imaged instead of creating a
stacked image (Supplementary Figure S3).

After creation of the file and installation
of the macros, open the images in ImageJ
and execute the algorithm corresponding
to the experiment that will be analyzed.
The time spent calculating the areas varies

according to the number of images. After
the calculation, three new windows will
open in Imaged: (i) ROl Manager, which
stores the information about the overlay; (i)
the results window, which shows the areas
calculated for each region identified in the
image; and (i) the summary of the results.

Results and discussion

The SA_NJ macro allowed the calculation
of the areas of 45 independent colonies
of tumor cells grown in suspension in soft
agar, with just a single click. This algorithm
distinguishes the pixels in the regions with
and without cells in the images, precisely
identifying the entire extent of the colony.
The SA_NJ macro then automatically
creates a line surrounding the colonies,
clearly defining the region to be used by
the macro for calculation of the areas
(Figure 1A). Next, Imaged generates values
for each colony, which are summarized
in a new window (Figure 1B) showing the
area of each colony and the proportion it
represents of the whole image.

The mean area calculated by SA_NJ
(607 + 59.9 ym?) showed no statistically
significant difference when compared
with the mean area calculated using the
manual method of measuring the longest
and shortest radii of the colonies and
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Figure 2. Use of the Image) WH_NJ macro for analysis of the wound-healing cell migration assay.
Regeneration of a lesion made in the cellular monolayer at time O h (H) was evaluated 12, 24, 48,
and 72 h (H) after the wound was made. (A) The WH_NJ macro was performed for each time point,
and the regions with and without cells were identified (demarcated by the black line) and used for
the calculation of the area of the wound. Manual analysis was performed by drawing three parallel
lines connecting the edges of the wound for each image (white lines), and the mean length of the
lines was used to determine the size of each wound. (B) Graph derived from data from six technical
replicates (WH_NJ) and three parallel lines (manual analysis) for each sample showing the
percentage of the area of the lesion in relation to the initial (O H) total area over time. The table shows
individual mean (x™ ) and standard error of the mean (SEM) values obtained by the two measurement
methods. Red circle shows the region omitted from manual measurement. Scale bar: 500 pm.
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Figure 3. Wound-healing assay data obtained after calculation in Image). The WH_NJ macro was
validated by evaluating its precision in the detection and calculation of areas related to wounds made
in the cell monolayer, using >300 images. (A) The WH_NJ macro for cell migration assays calculates
the area of the wound (A1), but can also detect regions without cells and calculate their areas (A2 and
A3). In these cases, the researcher will need to collect data only from the area of the lesion (Al). (B)
Automatic conversion of the image in Panel A for calculation of the area. (C) Automatically generated
lines that are used to overlay the original image. In these cases, the researcher will need to collect
data from the area of the wound (D) only in the window showing the areas of each identified region
(including the wound). (E) Summary window in which the information from all of the areas detected in
the image are gathered. The percentages of the areas of all of these regions in relation to the total area
of the image is shown. (F) ROl Manager, where information regarding the demarcation lines is stored.

applying the formula A = ntRr (21) (513
+ 53.85 ym?) (Figures 1, C and D). This
demonstrates that SA_NJ is accurate
in measuring the areas of the colonies,
with the advantage of being a one-click
method. Moreover, the manual method
presents additional drawbacks. In some
cases, the identification of the longest
and shortest diameters is compromised
by the morphology of the colony (which
is frequently not oval) and requires two or
more researchers to perform independent
measurements of each colony, making the
analysis laborious and time-consuming.
In the wound-healing assay, we
employed two methods. The first involved
measuring the lengths of three parallel
lines connecting the borders of each
scratch and using their mean to estimate
the size of the lesion (white lines of Figure
2A), whereas the second method used the
WH_NJ macro (black lines of Figure 2A).
WH_NJ automatically identified the regions
without cells (i.e., the wound) and calcu-
lated the ratio of this area to the area of
the whole image over time (Figure 2A). Our
macro showed statistical consistency, as
demonstrated by the small standard errors
of the mean obtained from the technical
triplicates as well as the similarity of the
histogram showing closure of the lesion

over time to that obtained using the manual
method (Figure 2B). The WH_NJ macro
also precisely calculated areas uncovered
by the cells that were skipped when using
the manual method (red circle in Figure
2A). The high accuracy and precision of
the WH_NJ macro affected the results,
as demoenstrated when wound regener-
ation at 48 h was compared between the
2 methods: 12 + 4% for WH_NJ and 27
+ 3% for the manual method; P = 0.0152
(Figure 2B, 48H). The other advantage
of this macro in comparison to other
methods (23) is that it specifically detects
the regions of the wound in an automated
and unbiased way.

In some analyses, however, the sensi-
tivity of the WH_NJ macro can detect holes
in areas that are not of interest (Figure 3). In
these cases, it isimportant that the users
make an overlay of the line generated by
ImageJ (Figure 3, A and B) and the original
image. For that, the following steps have to
be executed: without closing any window,
re-open the original figure (used for the
calculation) using Imaged and go to the
menu “Image,” option “Overlay,” and click
on “From ROI Manager” (Figure 3F). The
line generated in Figure 3B will be incor-
porated into the original image (Figure
3C), creating an overlay. In this example,

3 regions were identified, and their
respective areas were calculated (Area 1:
2.289 um?, Area 2: 0.011 um?, and Area
3: 0.012 um?) (Figure 3D). In this case, the
researcher will have to disregard the Area
2 and Area 3 values when copying the data
to a spreadsheet for statistical analysis. In
Figure 3E, the sum of the areas calculated
for the three regions identified (Area 1, Area
2, and Area 3) is indicated, as well as the
mean of these areas and the percentage
that these areas represent in relation to
the whole image.

Alternatively, it is possible to configure
the software to automatically disregard
smaller areas using the following steps:
close windows B, G, D, and F shown in
Figure 3, and go to the menu “Analyze,”
and "Analyze particles.” Keep the options
“Display results,” “Summarize,” and “Add
to manager” selected, and in “Size,”
gradually increase the value by 0.05 points
to discard smaller areas. Click OK, and
repeat the process of composition to
check if the new settings applied are satis-
factory. It is worth noting that the estab-
lished value should be the same for all of
the groups analyzed in a given experiment.

Imaged has the advantage of being a
freely distributed software; however, many
of its functionalities are not easily appre-
ciated by users, and require basic under-
standing of computer programming. As
a consequence, Imaged is not always
the researchers’ first choice for image
analysis, and many laboratories opt for
commercial tools or outsourced services.
Both the WH_NJ and the SA_NJ macros
were designed with the aim of circum-
venting this problem and facilitating
analyses of wound-healing and soft-agar
assays. They allow for the systematic
measurement and analysis of photo-
graphs of cell cultures in an automated
and reproducible way. Moreover, they
are easy to use, require minimal user
input, and present numerous advantages
relative to other methods currently in use.
Additionally, these macros are able to
perform large-scale automated analyses of
an infinite amount of images, which is not
possible using some methods published
to date (17,19,24,25), These macros also
minimize manual intervention and eliminate
the need for expensive and robust fluores-
cence microscopy tools, or commercial
software for image processing, such as
Image-Pro Plus (13). A previous study
compared the use of Matlab and ImageJ
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for assessing the migration rate from anin
vitro circular model. The authors wanted
highly precise measurements of single-
cell migration events from one image at a
time and showed that ImagedJ generated
data with similar robustness to Matlab
(12). However, despite being a complete
software application that performs many
types of biological and statistical analyses,
Matlab is a costly and highly complex
program that needs to be mastered by
the user and requires constant Internet
connection. Other free applications used
to evaluate the size of scratches (e.g.,
TScratch, a Matlab derivative) (14) and
the area of colonies (e.g., ColonyArea)
(15) also require that the user input many
parameters, instead of being single-click.
Although these applications are powerful
and efficient tools, they are not as easy to
use as the macros presented here.

The current work presents two compu-
tational macros that provided similar
results with simpler usage than other
comparable software tools. The macros
presented here were validated by a
comparison with corresponding manual
methods and have proven to be ideal
for users seeking a simple, efficient, and
reproducible way to calculate the pattern
of migration and colony formation for their
assays.

Both the WH_NJ and SA_NJ macros
are available for download from the
database of macros at the ImageJ web
site, or they can be requested by e-mailing
the authors. Both files are available in the
formats “.ijm" and “.txt.” While the original
raw code of the macros is presented in
Supplementary Figure S4, they will be
updated as requested by users in order
to address specific demands.
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APENDICE 9. Colaboragio em outros projetos de pesquisa

1. Caracterizacdo do microbioma da Glandula mamaria bovina saudavel e com mastite
subclinica e selecdo de bactérias potencialmente probidticas isoladas deste
ecossistema.

Projeto de doutorado do aluno Raphael da Silva Steinberg. M. Sc. UFMG -
Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Orientador:
Dr. Alvaro Cantini Nunes. Co-orientadores: Dr. Jacques Robert Nicoli e Dra.
Elisabeth Neumann.

Participagdo: ensaios de proliferacdo celular das células MDA-MB-231 utilizando
MTT

2. Efeito do silenciamento génico do Tnfa na preservacdo auditiva em ratos wistar
expostos ao ruido e analise da expressao génica da via metabdlica do Tnfa.

Projeto de doutorado da aluna Janaina Céndida Rodrigues. M.Sc. FMUSP -
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Orientador: Prof. Dr. Rubens
Vuono de Brito Neto. Co-Orientadora: Dra. Karina Lezirovitz Mandenbauem
Participagao: analise dos resultados de expresséo génica por RT-gPCR.

3. Efeito Bioldgico da Proteina Pentraxina 3 em Fibrossarcomas Murinos.

Projeto de doutorado da aluna Priscila Fabiana Rodrigues. M.Sc. UFMG -
Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Orientadora:
Adriana Abalen Martins Dias.

Participagao: analise da expressao génica basal por PCR, construcédo de iniciadores
para RT-PCR e RT-gPCR.

4. Atividades antimicrobiana, antitumoral e imunomoduladora de extratos obtidos de
fungos endofiticos isolados de Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Projeto de mestrado da aluna Jaqueline Alves Senabio. UESC - Universidade
Estadual de Santa Cruz, dezembro de 2015, Orientadora: Dra. Jane Lima dos
Santos. Co-orientador: Dr. Marcos Anténio Soares. Conselheiro: Dr. Anténio Macho
Queiros.

Participagdo: analise do ciclo celular utilizando citometria de fluxo e ensaios de
cicatrizacao in vitro.

5. Efeito da proteina Pentraxina 3 sobre as caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas
de células tumorais humanas.

Projeto de mestrado do aluno Octavio Mangabeira Sobrinho. UFMG - Universidade
Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Orientadora: Dra. Adriana
Abalen Martins Dias.
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Participagdo: desenho e otimizagdo dos iniciadores para RT-gPCR, andlise dos
resultados de expressdo génica. ensaios de ciclo celular utilizando citometria de
fluxo.

. Avaliacdo do efeito bioldgico do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides

sobre células tumorais humanas

Projeto de mestrado da aluna Barbara Gomes Kunzmann. UFMG - Universidade
Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Orientadora: Dra. Adriana
Abalen Martins Dias.

Participagao: analise do ciclo celular por citometria de fluxo.

Caracterizacdo da expressdo da Pentraxina 3 em células epiteliais intestinais
humanas tratadas com a Toxina A de Clostridium difficile

Projeto de Iniciagdo Cientifica da aluna Flavia Ivair Santiago de Oliveira.
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Orientadora:
Adriana Abalen Martins Dias.

Participagdo: desenho e otimizacdo dos iniciadores para RT-gPCR, analise dos
resultados de expressao génica.
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APENDICE 10. Co-orientagdes de alunos de Iniciagdo Cientifica

Concluidos
1. Leonardo Otavio Ferreira Dourado. TCC para obtengdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas:

Estabelecimento e padronizagdo do Banco de Células do Laboratério de Genética
Experimental do Departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas —
UFMG.

Orientadora: Adriana Abalen Martins Dias

2. Estefania Queiroz Nicasio: TCC para obtengédo do titulo de Licenciada em Ciéncias
Bioldgicas:

Analise da contaminagdo por micoplasma das linhagens do banco de células
criopreservadas do Laboratério de Genética Experimental da UFMG.
Orientadora: Adriana Abalen Martins Dias
3. Flavia Santos Delgado Silva. Trabalho de iniciagao cientifica:
Padronizagdo de PCR Duplex para detecgédo de micoplasma em cultivos de células.

Orientadora: Adriana Abalen Martins Dias

Em andamento

1. Ana Flavia Braz
Titulo do projeto: Sistema de qualidade do banco de células do LGEX: manejo,

gerenciamento e controle de micoplasma.
Orientadora: Adriana Abalen Martins Dias

2. Victor Vidal Moura.

Titulo do projeto: Sistema de qualidade do banco de células do LGEX: manejo,
gerenciamento e controle de micoplasma.

Orientadora: Adriana Abalen Martins Dias
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Certificamos que o trabalho A PENTRAXINA 3 POSSUI DUALIDADE DE FUNGOES NA
PROLIFERAGAO CELULAR IN VITRO DE CELULAS TUMORAIS QUE EXPRESSAM FGF2, de
autoria de Jodo Paulo Silva Nunes, Priscila Fabiana Rodrigues e Adriana Abalen Martins Dias, foi
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APENDICE 12. Participagdo em eventos cientificos no periodo

1. 69?2 Reunido Anual da SBPC.

2. Aula Inaugural da P6s-Graduagao NAPG / ICB. 2017. (Seminario).

3. IV Simpdsio Académico de Biomedicina. 2016. (Simpdsio).

4. | Workshop Mineiro de Ciéncias Forenses. 2016. (Outra).

5. Workshop Biologia Sistémica do Cancer. 2016. (Simpdsio).

6. XXV Semana de Iniciagao Cientifica / PRPQ. 2016. (Exposi¢ao).

7. 1l Simpdsio da Comiss&o de Etica no Uso de Animais. 2015. (Simpdsio).

8. Innate Immunity of Infectious and Degenerative Diseases: From Interleukin-1 do
Systems Biology. 2015. (Outra).

9. VII Encontro de Pesquisa em Bioquimica e Imunologia. 2015. (Simpdsio).

10. XXIV Semana de Iniciagédo Cientifica / PRPQ. Participagdo da equipe de avaliadores
dos trabalhos apresentados. 2015. (Exposi¢éo).

11. XXIV Semana de Iniciagao Cientifica / PRPQ. 2015. (Exposigao).

12. XXIll Semana de Iniciagdo Cientifica / PRPQ. 2014. (Exposi¢éo).
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