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RESUMO

A pentraxina 3 € uma glicoproteina de fase aguda que exerce fungdes essenciais na
imunidade inata, controle da inflamacéo, deposi¢céo de matriz e na fertilidade feminina. PTX3
liga-se, com grande afinidade e especificidade, aos Fatores de Crescimento de Fibroblasto
do tipo 2 e 8, inibindo a proliferacdo celular e angiogénese promovida por esses e,
consequentemente, o crescimento de tumores de préstata e mama murinos. Foi
demonstrado que outros membros da familia da pentraxinas, como a proteina C Reativa e a
Pentraxina Neuronal 2, induzem a apoptose e parada no ciclo celular em mondcitos e
células de cancer pancreatico humanos, respectivamente. A hipétese deste trabalho é a de
gue a acgdo inibitéria da Pentraxina 3 sobre a progressdo de tumores ndo é apenas
decorrente do seu papel como antagonista natural dos FGFs, mas também de sua
capacidade de promover parada no ciclo celular e 0 aumento da apoptose. O nosso objetivo
foi avaliar o efeito biologico da proteina PTX3 sobre a morfologia e fisiologia das células de
adenocarcinoma de cdlon (HCT-116) e melanoma humano (SK-MEL-37). A morfologia foi
avaliada por microscopia 6ptica de contraste de fase e imunofluorescéncia. O perfil de
expressao de genes pro-apoptoticos (BAX), anti-apoptético (BCL2), reguladores do ciclo
celular (MYC, CDKN1A/p21 e TP53) foi analisado por gRT-PCR e a parada no ciclo celular
por citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que o tratamento com a proteina
PTX3 exdgena promoveu uma reducdo discreta no numero de células na fase GO/G1 no
tempo de 24 horas na linhagem SK-MEL-37 e de 48 horas na linhagem HCT-116. PTX3 néo
induziu a apoptose na concentracdo de 2,64 pg/ml nos tempos de 12, 24 e 48 horas em
nenhuma das linhagens testadas. Nao foi observada modulagéo da expressédo de BCL-2,
MYC e TP53 nas linhagens SK-MEL-37 e HCT-116 apds 3 horas de tratamento com
rhPTX3. Foi observada uma diminuicdo do acumulo de transcritos de CDKN1A no grupo
HCT-116 tratado quando comparado ao controle. Esses dados reforcam os nossos achados
do ensaio do ciclo celular, uma vez que PTX3 pode estar promovendo a redu¢do do nUmero
de células na fase GO/G1 da linhagem HCT-116 através da diminuicdo da quantidade de
transcritos de CDKN1A, regulacdo esta independente de TP53, uma vez que a quantidade
de transcritos desse gene néo sofreu alteragdo. Nossos dados séo indicativos de que PTX3
ndo promove aumento da apoptose nas linhagens SK-MEL-37 e HCT-116, podendo
inclusive, nesta Ultima, agir como um promotor da proliferacao celular por diminuir os niveis
de CDKN1A nestas células.

Palavras chave: Pentraxina 3; Citoesqueleto; Ciclo celular; Apoptose.
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ABSTRACT

The pentraxin 3 is an acute phase glycoprotein which plays essential roles in innate
immunity, inflammation, matrix deposition and female fertility. PTX3 binds with great affinity
and specificity to Fibroblast Growth Factors type 2 and 8, inhibiting cell proliferation and
angiogenesis promoted by these factors, and consequently growth of murine prostate and
breast tumors. It has been shown that other members of the pentraxin family such as
C-reactive protein and Neuronal pentraxin 2, induce apoptosis and cell cycle arrest in human
monocytes and human pancreatic cancer cells, respectively. Our hypothesis is that the
inhibitory action of pentraxin 3 on tumor progression is not only due to its role as a natural
antagonist of the FGFs but also relies on its ability to promote cell cycle arrest and increased
apoptosis. The objective of this study was to evaluate the biological effect of PTX3 protein on
the morphology and physiology of colon adenocarcinoma (HCT-116) and human melanoma
(SK-MEL-37) cells. Morphology was evaluated by using light phase-contrast microscopy and
immunofluorescence. The gene expression profile of pro-apoptotic (BAX), anti-apoptotic
(BCL2), cell cycle regulators (MYC, CDKN1A/p21 e TP53) genes was analyzed by gRT-
PCR. Cell cycle arrest was assessed by flow cytometry. Our study showed that exogenous
PTX3 protein promoted a slight reduction in the number of cells in the GO / G1 phase 24
hours in the SK-MEL-37 line and 48 hours for the HCT-116 strain after the treatment. No
membrane bubbles nor condensed nucleus, indicative of apoptosis, were found in the treated
groups in both strains being possible to infer that PTX3, at a concentration of 2.64 mg / mL at
times of 12, 24 and 48 hours protein did not induce apoptosis. Gene expression analysis by
RT-gPCR showed that any of target genes were modulated by PTX3 in SK-MEL-37 cell line.
Similarly, rhPTX3 promoted no difference in gene expression of BCL-2, MYC and P53 on
HCT-116 line. However, CDKN1A gene expression were impaired in the treated cells in
comparison with the control untreated group. These data reinforce our cell cycle assay
findings, since PTX3 may be promoting the reduction in the number of cells in the GO / G1
phase of HCT-116 cells by decreasing the amount of CDKN1A transcripts. According to our
data, regulation of the transcription of CDKN1A gene promoted by PTX3 was independent of
TP53. Our data indicate that PTX3 does not promote cell cycle arrest nor increases
apoptosis in melanoma and colorectal adenocarcinomas. In the latter PTX3 seems to

promote cell proliferation by decreasing the levels of CDKN1A transcripts in the cell.

Keywords: Pentraxin 3; Cytoskeleton; Cell Cycle; Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 FAMILIA DAS PENTRAXINAS

As pentraxinas sdo0 componentes essenciais da resposta imune humoral e
constituem uma superfamilia de proteinas multiméricas conservadas filogeneticamente de
aracnideos até os mamiferos (Garlanda et al., 2005). Todos os membros desta familia
apresentam uma regido carboxi-terminal (C-terminal) caracteristica de 200 aminoacidos,
denominada de dominio pentraxina, a qual contém uma sequéncia conservada de 8
aminoacidos (HXCxS/TWxS, onde x é qualquer amino&cido), descrito como assinatura das
pentraxinas (Deban et al., 2011) (Figura 1).

Com base na estrutura primaria dos protbmeros, as pentraxinas sao divididas em
dois grupos: as pentraxinas curtas e longas (Bottazzi et al., 2010). As principais
representantes das pentraxinas curtas sao a proteina C-reativa (CRP) e a proteina soro
amiloide P (SAP) que tém aproximadamente 25 kDa e compartiham uma estrutura
organizacional comum que compreende cinco ou dez subunidades idénticas organizadas

em uma simetria pentamérica radial.

Peptideo Sinal HxCxS/TWxS

Dominio Unico de PTX3

. Pentraxinas Curtas
Domino Pentraxina ’

CRP

19/20

} Pentraxina Longa 19/20 224 a.a.

LT

17/18 178/179 381 a.a.

225 a.a.

Figura 1: Principais representantes da familia das pentraxinas curtas e longas.

Baseado na estrutura priméaria dos protbmeros, as pentraxinas sédo divididas em curtas e longas. As
pentraxinas curtas e longas compartilham o peptideo sinal (amarelo) e o dominio pentraxina (azul), no
qual hd uma sequéncia conservada de 8 aminoacidos (HXCxS/TWxS, onde x é qualquer aminoacido)
descrito como assinatura das pentraxinas (preto). PTX3 apresenta um dominio N-terminal inédito
(verde).

Fonte: Modificado de Garlanda et al.,2002.
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Identificada em 1930 no sangue de um paciente com grave pneumonia, CRP foi
nomeada por sua interacdo de maneira célcio-dependente com o polissacarideo-C, o
componente principal da parede celular de Streptococcus pneumoniae (Tillett and Francis,
1930). Posteriormente, a SAP humana foi identificada como uma proteina intimamente
relacionada a CRP com base na identidade da sequéncia de aminoacidos (51%) e
aparéncia semelhante em microscopia eletronica (Emsley et al., 1994).

CRP e SAP, sdo as principais proteinas de fase aguda em humanos e
camundongos, respectivamente, sendo produzidas no figado em resposta a citocinas
proinflamatérias, principalmente a interleucina 6 (IL6) (Bottazzi et al., 2006).

As pentraxinas sdo capazes de ligacdo e interagdo com diferentes ligantes
apresentando diversas agfes biologicas. Ligantes autdlogos incluem membranas celulares
danificadas (Volanakis and Wirtz, 1979), lipoproteinas plasméaticas modificadas (Rowe et al.,
1984), células apoptéticas (Gershov et al.,, 2000), fosfolipidios, componentes nucleares
(Pepys et al., 1994), enquanto ligantes extrinsecos compreendem microrganismos
constituidos de glicanos e fosfolipidios (Vilahur and Badimon, 2015)

Através da interacdo com fosfocolina, principal constituinte da capsula
polissacaridica tipo C, e fosfoetanolamina, um componente da membrana celular de S.
entérica, CRP protege camundongos contra infeccdo bacteriana por varias espécies, como
S. pneumoniae (de Beaufort et al., 1997), Haemophilus influenza (Weiser et al., 1998) e
Salmonella enterica (Szalai et al., 2000). Da mesma forma, SAP pode se ligar a estruturas
encontradas em superficies microbianas como lipopolissacarideo (LPS), fosfocolina,
manose terminal ou residuos de galactose e assim interagir com uma variedade de
patdégenos bacterianos Gram-negativos e Gram-positivos e com o virus Influenza A humano
(de Haas et al., 2000; Horvéth et al., 2001).

Dentre as pentraxinas longas, a proteina Pentraxina 3 (PTX3) foi a primeira a ser

identificada e é considerada o protétipo dessa subfamilia.
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1.2 PENTRAXINA 3 (PTX3)

Inicialmente nomeada de TSG-14 (TNF stimulated gene-14), PTX3 foi identificada no
inicio dos anos 1990s como um gene estimulado pelo Fator de Necrose Tumoral alpha
(TNFA) em fibroblastos humanos e pela Interleucina 1 beta (IL1B) em células endoteliais
(Breviario et al., 1992; Lee et al., 1993; Lee et al., 1990). Posteriormente, outros membros
da subfamilia das pentraxinas longas foram identificados como: apexina, pentraxina
neuronal 1 (NPTX1) (Omeis et al., 1996; Schlimgen et al., 1995) e 2 (NPTX2 ou Narp) (Hsu
and Perin, 1995; Tsui et al., 1996), o receptor de pentraxina neuronal (NPTXR) e, mais
recentemente, a pentraxina 4 (PTX4) (Martinez de la Torre et al., 2010).

O gene PTX3 humano esta localizado na banda 25 do cromossomo 3 e €
organizado em trés éxons separados por dois introns. Os dois primeiros éxons codificam
para o peptideo sinal (amino&cidos 1-17) e o dominio amino (N-) terminal (aminoacidos 18-
178) respectivamente, enquanto que o terceiro éxon codifica para o dominio carboxi (C-)
terminal (aminoacidos 179-381) da molécula (Breviario et al., 1992) (Figura 2).

O gene de PTX3 possui alta conservacdo evolutiva em sequéncia, organizagdo e
regulagcédo génica entre diferentes espécies de animais vertebrados e invertebrados, o que
sugere uma forte pressdo evolutiva para manter a estrutura/fungdo da proteina (Mantovani,
2013). A proteina de PTX3 humanao e murina apresentam 92% dos residuos de
aminoacidos conservados e 82% idénticos (Garlanda et al., 2005; Introna et al., 1996). Essa
homologia significante entre PTX3 humano e murino sugere que os estudos realizados em
murinos podem ser extrapolados para questdes humanas (Balhara et al., 2013).

O promotor proximal do gene de PTX3 humano contém diferentes elementos de
ligacdo de enhancer (intensificador) como a proteina ativadora 1 (AP1), proteina de
especificidade (SP1), fator nuclear kappa B (NFkB), fator nuclear interleucina 6 (NF-IL-6),
sitio de ativacdo de interferon gama (GAS) e Pul (Altmeyer et al., 1995; Basile et al., 1997;
Garlanda et al., 2005) (Figura 2). O sitio de ligacdo de NFkB é eficaz na resposta a citocinas
inflamatérias TNFA e IL1B, enquanto que AP1 aumenta a transcricdo basal de PTX3 (Kunes
et al., 2012). Embora a proteina PTX3 humana e murina sejam homodlogas, o promotor do
gene humano contém menos elementos transcricionais do que o gene murino (Balhara et
al., 2013).

PTX3 é produzida em resposta a estimulos pro-inflamatérios por uma variedade de
tipos celulares como mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células endoteliais do sistema
vascular e linfatico, células epiteliais de rim, células do musculo liso, fibroblastos,

condrdcitos, adipdcitos, células sinoviais, células do epitélio alveolar, células da granulosa e
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células da glia. As células dendriticas mieléides (DC), entretanto, sdo a principal fonte desta
proteina (revisado por Garlanda et al., 2005; Bottazzi et al., 2010).

Cardiomiécitos humanos (Peri et al., 2000) e células endoteliais linfaticas tanto
humanas quanto murinas expressam PTX3 constitutivamente (Wick et al., 2007; revisado
por Moalli, Jaillon, et al., 2011).

A expressdao de PTX3 é rapidamente induzida apés a exposicdo a sinais
proinflamatoérios primarios como agonistas de receptores do tipo Toll (TLR), Interleucina
lbeta (IL1B), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFA), microrganismos intactos ou
componentes microbianos como lipopolissacarideo (LPS), proteina de membrana externa
(OmpA) e lipoarabinomanana (LAM) (Inforzato et al., 2012; Mantovani et al., 2008) (Figura
3).

== PU-1.PEA3 )—INFKBH SP1 }—‘ Ets 1 H PEAJ]" NF-1L6 H SP1 L—{NFKBHAIH H PU-1.PEA3 )—”
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Figura 2: Estrutura do gene de PTX3 em humanos e camundongos.

O gene de PTX3 é constituido de uma regido promotora que contém diversos sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo e trés éxons. Os dois primeiros éxons codificam para o peptideo sinal
(aminoé&cidos 1-17) e o dominio amino (N-) terminal (aminoacidos 18-178) respectivamente, enquanto
gue o terceiro éxon codifica para o dominio entraxina carboxi (C-) terminal (aminoécidos 179-381).
Fonte: Modificado de Balhara et al, 2013.

Além desses sinais, a producdo de PTX3 também é estimulada por horménios
glicocorticoides, (Doni et al, 2009) lipoproteinas de alta densidade (HDL) e baixa densidade
oxidadas e modificadas enzimaticamente (ox-LDL) e pela citocina antiinflamatoria
interleucina 10 (IL10) (Norata et al., 2008) (Figura 3).

Nos neutrofilos (PMN), PTX3 é armazenada em granulos de lactoferrina e

lactoferrina/gelatinase positivos, sendo liberada de forma rapida no espaco extracelular em
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resposta a estimulos proinflamatorios. Quando estimulados, os neutrdéfilos liberam cerca de
25% do seu conteudo de PTX3. No entanto, parte da proteina liberada ainda permanece
associada a célula parental por meio de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS). A
localizacdo de PTX3 nas NETs contribui para a geracdo de um microambiente
antimicrobiano que aumenta a capacidade fagocitica e microbicida (Brinkmann et al., 2004;
Jaillon et al., 2007).

A proteina PTX3 possui 381 aminoacidos, e o peso molecular de cada protémero é
de aproximadamente 40kDa. A proteina possui um Unico sitio de glicosilacao ligado ao N
presente no residuo Asn 220, o qual aumenta o peso molecular dos protdmeros para 45 kDa
(Garlanda, et al, 2005). Esse motivo glicosidico amplia a interagdo entre PTX3 e outros

ligantes, como P-selectina e o virus Influenza.
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Figura 3: Estimulos para a producdo e principais funcdes biolégicas de PTX3

PTX3 desempenha diversas fungfes biologicas e pode ser produzida por uma variedade de tipos
celulares em resposta a estimulos proinflamatérios primarios como agonistas de receptores do tipo
Toll (TLR), Interleucina 1-beta (IL1B), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFA), hormdnios
glicocorticoides, lipoproteinas de (HDL) e baixa densidade (LDL), IL10, microrganismos intactos ou
componentes microbianos como lipopolissacarideo (LPS), proteina de membrana externa (OmpA) e
lipoarabinomanana (LAM).

Fonte: Modificado de Garlanda et al., 2009.
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Evidéncias sugerem que mudancas no status de glicosilacdo podem representar uma
estratégia para regulacdo da atividade biologica desta proteina (Garlanda et al., 2005;
Inforzato et al., 2006).

Como em outros membros da familia das pentraxinas longas, PTX3 é composto de
uma regido N-terminal inédita. Predigbes da estrutura secundéria sugerem que esta regido
da proteina tende a formar quatro hélices a, trés das quais estao provavelmente envolvidas
na formacéo de estruturas coiled-coils (bobinas enroladas) (Presta et al., 2007; Inforzato et
al., 2010). Com similaridade de até 57%, o dominio C-terminal de PTX3 é homdlogo ao das
pentraxinas curtas e adota uma topologia em forma de barril com folhas B antiparalelas
(jellyroll B) (Inforzato et al., 2006) (Figura 4).

P -

Figura 4. Modelo proposto da proteina PTX3

Organizacgdo das ligagBes dissulfeto no octdmero de PTX3, onde a Cys103 estabiliza os protdmeros
em tetrdmeros (direita) ou em dimeros (esquerda), formando uma mistura de tetrdmeros (quadro
verde) e dimeros (quadro preto), onde estes Ultimos se associam em tetrAmeros de forma nao
covalente. O dominio N-terminal € composto de um segmento que é provavelmente globular seguido
de trés hélices a, cujos tamanhos em comprimento sdo estimados em 29, 39 e 39 A.

Fonte: Inforzato et al., 2010
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1.3 Ligantes e funcdes de PTX3

Como reportado para CRP e SAP, PTX3 liga-se a um amplo espectro de alvos
celulares e moleculares que inclui motivos microbianos, componentes do sistema
complemento e proteinas da matriz extracelular (MEC).

O primeiro ligante descrito e melhor caracterizado de PTX3 foi o componente Clq
da cascata do complemento (Bottazzi et al. 1997). A interacdo de PTX3 com Clq ocorre de
maneira calcio-independente. Nos experimentos em que PTX3 foi imobilizada em superficie
plastica, condicdo experimental que mimetiza a ligagdo da pentraxina a superficie de
microrganismos, ha ativacdo da cascata do complemento pela via classica com deposicéo
de C3 e C4 (Inforzato et al. 2012). No entanto, quando PTX3 esta soltuvel na fase fluida foi
observada uma inibicdo da ativagdo do complemento dependente de C1q pela inibicdo da
ligagdo de C1lq com as imunoglobulinas. Esses achados apontam que PTX3 pode tanto
inibir quanto ativar a via do complemento, dependendo da forma em que se apresenta. A
ativagdo do complemento por PTX3 é importante para a remocgdo de microrganismos
patogénicos e de debris celulares e, por outro lado, a inibicdo do complemento pode ter uma
acao protetora contra dano tecidual causado por ativacdo indesejada desta via. (Nauta et al.
2003).

PTX3 liga-se especificamente a um variado nimero de patégenos diferentes,
incluindo fungos como Aspergillus fumigatus (Garlanda et al., 2002; Gaziano et al., 2004)
Saccharomyces cerevisiae e Paracoccidioides brasiliensis (Diniz et al., 2004), bactérias
como Pseudomonas aeruginosa (Moalli, Paroni, et al.,, 2011), Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae (Jeanin, 2005) e Streptococcus pneumoniae (Huttunen et al.,
2011), além de virus, tais como o citomegalovirus humano e murino (HCMV e MCMV) e o
virus influenza H3N2 (Bozza et al., 2006; Reading et al., 2008)

PTX3 foi originalmente descrita como uma molécula de reconhecimento de padrbes
moleculares (PRM) que possui papel ndo redundante na resisténcia contra Aspergillus
fumigatus ao facilitar o reconhecimento dos seus conidios por macréfagos (Garlanda et al.,
2002). Também, foi demonstrado por Diniz e colaboradores em 2004 que PTX3 age como
uma opsonina ao se ligar a particulas de Zymosan, componente da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae, e células da levedura Paracoccidioides brasiliensis
aumentando o indice de fagocitose destas pelos macréfagos (Diniz et al., 2004).

Em um modelo de infeccdo pulmonar crénica causado por Pseudomonas
aeruginosa, PTX3 demonstrou um potencial efeito terapéutico reduzindo a colonizagéo
pulmonar, os niveis de citocinas proinflamatérias (CXCL1, CXCL2, CCL2 e IL1-B) e
aumentando o recrutamento de leucdcitos nas vias aéreas (Moalli, 2011). No entanto, em

outro modelo de infeccdo pulmonar causada pela bactéria gram-negativa Klebsiella
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pneumoniae, PTX3 demonstrou desempenhar um duplo papel, promovendo tanto letalidade
quanto sobrevivéncia, a depender do inoculo bacteriano. Quando em presencga de altas
quantidades de KOmpA, componente da membrana externa dessa bactéria, PTX3 esteve
associada ao aumento de 6xido nitrico no soro, incapacidade dos neutréfilos migrarem para
o tecido pulmonar e maior disseminacdo da bactéria no sangue apés 20 horas de infecgéo.
Contudo, quando em presenca de uma menor quantidade de particulas infectantes a
expressao aumentada de PTX3 apresentou papel protetor devido ao aumento da producao
de TNFA, maior influxo de neutréfilos no pulmdo e maior fagocitose dos patdégenos pelos
neutrdéfilos que migraram (Soares et. al, 2006).

PTX3 também atua em infec¢des causadas por virus ao promover a reducdo da
entrada viral e a infectividade in vitro do citomegalovirus humano e murino e ao neutralizar a
infectividade do virus influenza H3N2 reduzindo a mortalidade e a carga viral em
camundongos através da inibicdo da hemaglutinacdo e da atividade da neuraminidase viral
(Bozza et al., 2006; Reading et al., 2008).

Diante da rapida producéo de PTX3 durante a inflamacéo, essa proteina tem sido um
candidato a marcador para patologias cardiovasculares, infecciosas e inflamatérias devido
ao seu comportamento como uma proteina de fase aguda em que os niveis plasméticos se
mantém baixos em condi¢cdes normais (aproximadamente 25 ng/ml em camundongos e
menos que 2 ng/ml em humanos) e aumentam rapidamente (pico em 6-8 horas) e
dramaticamente (200-800 ng/ml em camundongos e humanos) durante o choque
endotéxico, a sepse e em condi¢cbes inflamatérias e infecciosas (Mantovani et al., 2008;
Deban et al., 2011).

Foi demonstrado pelo nosso grupo, em um estudo realizado com camundongos
transgénicos que carregam copias extras do gene Ptx3, a importancia dessa proteina na
regulacdo da resposta inflamatéria in vivo. Os animais transgénicos apresentaram uma
maior sobrevida, em relacdo a camundongos do tipo selvagem, em resposta ao choque
endotéxico provocado pela administracdo sistémica de LPS, bem como em resposta a
infeccdo polimicrobiana desencadeada pela ligadura e perfuragéo do ceco (Dias et al. 2001).

Assim como as pentraxinas curtas, CRP e SAP, PTX3 esté envolvida na remocao de
células apoptoéticas podendo atuar de duas formas: seja associada na membrana
promovendo a fagocitose de neutréfilos apoptéticos ou na forma soluvel inibindo esse
processo (Doni et al., 2009; Jaillon et al., 2009). Além disso, foi descrito o papel de PTX3 na
biologia de vérias doencas como cardiopatias (Bonacina et al. 2013), enfermidades agudas
e crbnicas dos rins (Speeckaertet al., 2013) e pulmonares (He, Han e Liu, 2007), fertilidade
feminina (Bottazzi, Bastone, et al., 2006), aterosclerose (Garlanda et al., 2011) e na

angiogénese ao se ligar aos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) inibindo as suas
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atividades biologicas (Rusnati et al., 2004; Camozzi et al., 2006; Leali et al., 2009; Leali et
al., 2011; Ronca, Alessi, et al., 2013; Ronca, Di Salle, et al., 2013).

14 FATORES DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS

1.4.1 Familia dos Fatores de Crescimento de Fibroblastos

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) constituem uma familia de
proteinas que estdo presentes em todos os animais desde o nematddeo Caenorhabditis
elegans até os mamiferos. Nestes Ultimos, foram descritos 18 FGFs, que estdo agrupados
filogeneticamente em seis subfamilias, baseando-se em diferencas nas sequéncias
homodlogas. Esses fatores atuam de forma paracrina/autécrina através da interacdo com
guatro receptores especificos altamente conservados do tipo tirosina quinase (FGFR1-4) e
promovem a regulagdo no desenvolvimento embrionédrio e em multiplas vias essenciais
como na angiogénese, cicatrizagdo de feridas, proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia
celular (Beenken e Mohammadi, 2009)).

Dentre os membros da familia de crescimento de fibroblastos, o tipo 2 (FGF2) é um
potente fator pro-angiogénico, mitogénico e de sobrevivéncia. Este fator € composto por 155
aminoacidos e o gene que codifica para a proteina esta localizado no cromossomo 4 de
humanos, entre as bandas 926 e 27, sendo suas funcdes relacionadas a migracdo e
diferenciacdo de células endoteliais, assim como uma ampla variedade de processos
essenciais (Okada-Ban, Thiery e Jouanneau, 2000), como a hematopoiese (Allouche e
Bikfalvi, 1995), a inflamacgédo (Beenken e Mohammadi, 2009), e a diferenciagéo e/ou fungéo
do sistema nervoso (Logan, Frautschy e Baird, 1991), olho (Mcavoy et al., 1991) e esqueleto
(Riley et al., 1993; Bikfalvi et al., 1997).

Estudos evidenciaram a expressdo alterada de FGF2 em diferentes tipos de
canceres como prostata (Doll et al., 2001; Polnaszek et al., 2003), mama (Yiangou et al.,
1997), pancreas (Yamanaka et al., 1993), pulméo (Berger et al., 1999), bexiga (Gazzaniga et
al., 1999), pele (Halaban, 1996), cabeca e pescoco (Dellacono et al., 1997).

O fator de crescimento de fibroblasto 8 (FGF8) foi clonado a partir de uma linhagem
celular de carcinoma mamario de camundongo dependente de andrégeno. Hoje sabe-se
que este fator € expresso durante a embriogénese, na fase da gastrulagdo, e atua na
organogénese do cérebro, cranio, face, faringe, coracao, rins, 6rgédos urogenitais masculinos
e membros (Mattila e Harkdnen, 2007). Na idade adulta, a expressdo desse fator esta
restrita a um namero limitado de tecidos, sendo encontrada principalmente em tecidos alvos

de horménios esterdides do trato reprodutivo e geniturinario.

18



A proteina humana FGF8 é constituida por 233 aminoacidos e o gene que codifica
para este fator esta localizado no cromossomo 10g24 e compreende trés éxons (Mattila e
Harkonen, 2007). Por splicing alternativo a partir do gene Fgf8 sdo codificadas oito
isoformas de proteinas (a-h) no camundongo e quatro nos humanos (a, b, e, f) que diferem
na por¢cdo aminoterminal (Mattila et al., 2001). A isoforma FGF8b é a que possui 0 maior
potencial angiogénico e tumorigénico, sendo altamente expresso em canceres de mama,
préstata e ovario (Leali et al., 2011).

A identificac@o de moléculas capazes de inibir a via de sinalizacdo mediada por estes
fatores e, portanto, suas agbes bioldgicas, € fundamental no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para doencas dependentes de angiogénese tais como artrite
reumatoide (Wang et al, 2012), retinopatia diabética (Yoshida et al, 1999), psoriase
(Yamamoto, 2013), inflamacdo cronica , aterosclerose (Kobayashi e Lin, 2009) e cancer
(Carmeliet e Jain, 2000). Neste sentido, PTX3, que tem se mostrado um antagonista natural
dos FGFs, pode ser um bom candidato. (Rusnati et al., 2004; Ronca, Di Salle, et al., 2013;
Leali etal.,, 2011; Ronca, Alessi, et al., 2013).

1.5 Interacéo entre PTX3 e os FGFs

Em 2004, Rusnati e colaboradores observaram pela primeira vez a ligacdo de alta
afinidade e especificidade de PTX3 ao FGF2 através de ensaios de proliferac@o celular in
vitro e de neovascularizagdo da membrana corioalantéide de ovo embrionado de galinha.
Nesse estudo, foi observado que PTX3 inibiu a proliferacéo de células endoteliais in vitro e a
angiogénese in vivo, além de reduzir o volume de tumores induzidos por enxertos de células
tumorigénicas transfectadas com o gene de PTX3 (Rusnati et al. 2004). Da mesma forma,
também foi relatado o papel de PTX3 como um forte inibidor da estimulacdo autocrina e
paracrina sobre a proliferacdo de células do masculo promovida por FGF2 (Camozzi et al,
2005). A interacdo PTX3/FGF2 ocorre atraves da presenca de dois sitios de ligacdo para
FGF2 no dominio N-terminal de PTX3 (Inforzato et al, 2010).

Como observado com FGF2, PTX3 também interage com a isoforma b de FGF8
inibindo a neovascularizagéo e proliferacdo dependentes de FGF8b em tumores regulados
por hormonios esteroides. Leali e colaboradores (Leali et al, 2011) mostraram que células
de tumor de mama murinho (S115) transfectadas com o cDNA de PTX3 apresentavam
menor taxa de proliferagdo in vitro e diminuam a atividade angiogénica estimulada por FGF8
em membrana corioalantdide de ovo de galinha embrionado. Ronca e colaboradores
obtiveram resultados semelhantes com células derivadas de tumores de prostata humano
(LNCaP), e adenocarcinoma de préstata murino (TRAMP-C2) (Ronca et al, 2013).

19



Recentemente, estudos mostraram que peptideos sintéticos com sequéncias
correspondentes ao dominio N-terminal da proteina PTX3, sdo suficientes para a inibicdo
das atividades biolégicas de FGF2 e FGF8 entre eles o pentapeptideo acetilado Ac-ARPCA-
NH, (100-104), os quais exercem o mesmo papel que a proteina inteira (Leali et al., 2009;
Leali et al., 2010; Leali et al., 2011; Ronca, Alessi, et al., 2013).

1.6 Pentraxinas e seus efeitos sobre o ciclo celular e a apoptose

Além de exercerem diferentes fungbes biologicas no sistema imune inato,
inflamacédo, angiogénese e fertilidade feminina, as pentraxinas tém sido relacionadas aos
processos de apoptose e regulagéo do ciclo celular.

Em 2008, Nabata e colaboradores demonstraram a capacidade de CRP em induzir a
apoptose em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) atraves da interagéo
com o receptor Fc gamma RIIIB que medeia o aumento da atividade da caspase-3
presumivelmente através da atenuacgdo da ativagdo da proteina quinase Akt (Nabata et al.,
2008).

Além disso, foi demonstrado que células de cancer pancreatico transfectadas com o
gene da Pentraxina Neuronal Il (NPTX2), uma pentraxina longa, apresentaram uma maior
taxa de apoptose e aumento do nimero de células retidas na fase G1, enquanto que na fase
S o numero de células foi reduzido. A expressdo de genes relacionados ao processo de
apoptose e ciclo celular também foram avaliados, sendo que nas células transfectadas com
NPTX2 o gene da ciclina D1 foi regulado negativamente e o gene BAX teve sua expressao
aumetada enquanto que a expressdo do gene BCL2 ndo mostrou alteracdo significativa
entre o controle e o tratado (Zhang et al., 2011).

Recentemente, foi relatado que o tratamento de monécitos humanos com CRP
resultou no aumento da apoptose e da expressdao do mRNA e proteina do gene BTG2 (B-
cell translocation gene 2) através da cascata CD32/Nox2/ROS/p53/BTG2 promovendo a

parada no ciclo celular na fase G2/M (Kim et al., 2014).
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1.7 O Ciclo Celular

O ciclo celular é um fenbmeno fundamental para a homeostase, essencial em
processos fisiblogicos como a proliferacdo celular, reparagdo tissular ou celular,
embriogénese, senescéncia e morte. Esse processo é composto de duas etapas principais:
a interfase que é subdividida em quatro fases sequenciais (G1, S, G2 e M) e o periodo de
divisdo celular, denominada de fase M (Figura 5).

Na fase G1 (G para gap, que significa intervalo) do ciclo celular, a célula se prepara
para a sintese do material genético, aumentando o seu tamanho e sintetizando mRNA e
proteinas. Na fase S (S para sintese) ocorre a duplicagdo de cada cromossomo, na fase G2
a célula prepara-se para entrar em mitose e na fase M ocorre a divisdo celular (Williams e
Stoeber, 2012).

A progresséo e transi¢do entre as fases do ciclo celular s&o reguladas pelo sistema
de pontos de verificagdo (checkpoints) que estdo localizados antes e apds a fase S e na
fase M. Nestes pontos sdo detectados possiveis defeitos durante a sintese de DNA e
segregacao cromossOmica, 0s quais levam a parada do ciclo celular e o reparo através da
modulagdo da atividade das quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (Malumbres e
Barbacid, 2009).

As CDKs sao proteinas que exercem a sua atividade no controle do ciclo celular ou
na modulacdo da transcricdo através da associacdo com subunidades ativadoras
denominadas ciclinas. Atualmente, ha mais de 20 membros da familia CDK descritos, porém
nem todas estdo relacionadas ao ciclo celular (Malumbres et al., 2009). Apenas um
subconjunto especifico de complexos CDK-ciclina, que inclui CDK2, CDK4, CDK6, CDK1 e
dez ciclinas que pertencem a quatro classes diferentes (ciclinas do tipo A-, B-, D- e E) esta
diretamente envolvido na condugéo do ciclo celular (Malumbres e Barbacid, 2009)

As ciclinas constituem uma familia de proteinas serina/treonina quinases, cuja
concentracdo varia ciclicamente ao longo do ciclo através de sua sintese e degradagéo
(Vermeulen, Van Bockstaele e Berneman, 2003).

Além da regulagédo promovida pelo complexo ciclina-CDK, outras proteinas (TP53,
CDKN1A e MYC) tém demonstrado exercer um papel na progressdo ou parada do ciclo

celular.
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Figura 5: Esquema representativo do ciclo celular em células somaticas.

O ciclo celular é composto de quatro fases sucessivas denominadas G1, S, G2 e M. A transi¢éo entre
essas fases é regulada pelos pontos de verificagcdo (checkpoints) localizados antes da fase S e apés
a fase G2. Os complexos quinases dependentes de ciclina (CDK)/ciclina e MYC promovem a
progresséo celular, no entanto TP53 e CDKN1A atuam de forma contrastante promovendo a parada
do ciclo celular.

Fonte: Modificado de https://pharmaceuticalintelligence.com/tag/cell-cycle/

1.7.1 TP53

O gene supressor tumoral TP53 (tumor protein 53) esta localizado no braco curto do
cromossomo 17 (17p13.1), possui 19.198 nucleotideos, onze éxons, sendo o0 primeiro ndo
transcrito, e codifica a fosfoproteina nuclear p53 (GASCO, 2002).

O gene TP53 apresenta uma frequéncia de mutac¢des superior a 50%, sendo o gene
mais frequentemente encontrado mutado em todos os tipos de tumores humanos (Soussi,
2007).

Denominado em 1992, como “o guardido do genoma”, a proteina p53 tem importante
papel na carcinogénese ao promover a parada no ciclo celular, senescéncia e apoptose em
resposta a uma variedade de estresses celulares (hipdxia, dano ao DNA, quebra de fuso
mitotico, encurtamento telomérico e ativagdo de oncogenes) que irdo ativar o gene, levando
ao aumento da proteina no nucleo (Lane, 1992).

A proteina p53 exerce suas func¢des através do controle transcricional a partir da
transativagado ou repressao de genes especificos.

Dentre as respostas resultantes do controle transcricional, p53 pode promover a
apoptose através da transativacdo dos genes BAX, PUMA, NOXA, PIG3, CD95 (Fas) e
outros que levam a morte celular. Além disso, p53 pode induzir a permeabilizacdo da
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membrana mitocondrial promovendo a liberagdo do citocromo C para o citosol através da
interagdo com proteinas da familia BCL2 (Schuler et al, 2000).

No ciclo celular, p53 pode promover a parada na fase G1 através da ativacéo
transcricional do gene CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), que tem como
funcao inibir a acdo dos complexos CDKs 1 e 2 (Gompel et al, 2001).

1.7.2 CDKN1A ou p21

O gene CDKN1A (p21) esta localizado no cromossomo 6 (6p21.2) em humanos e o
promotor desse gene possui dois sitios conservados de ligagdo de p53, sendo pelo menos
um desses necessarios para a resposta a p53 apés danos no DNA (El-deiry, 1995 ).

Além de atuar na inibicdo do ciclo celular ao se ligar e inibir a atividade dos CDKs,
promovendo a parada no ciclo celular na fase G1, a proteina p21 também pode atuar na
fase S ao inibir a replicacdo do DNA através de sua ligagdo com o antigeno PCNA
(proliferating-cell nuclear antigen), bloqueando a capacidade do PCNA, proteina auxiliadora
da DNA-polimerase-delta, em ativar a enzima DNA polimerase, na auséncia do complexo
ciclina/CDK (Waga et al.,1994 ).

A transcricdo desse gene é induzida por mecanismos dependentes e independentes
de p53. Quando dependente de p53, varios fatores (Zta, NDF, c-Rel ou inibidores de
ribonucleotideos) podem induzir a expressao de p21 por diferentes formas de ativacdo ou
estabilizacdo do RNA ou proteina de p53. J4 em relacdo aos mecanismos independentes,
uma variedade de fatores transcricionais (Sp1, Sp3, Ap2, STATs, C/EBPa, C/EBPJ, NGF,
BRCAL) se ligam a diversos sitios de ligacao Spl (Spl-1 a Spl-6) presente no promotor do
gene CDKN1A e promovem a ativagéo de p21 (Gartel, 1999).

1.7.3 MYC

O gene MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) constitui uma
familia de proto-oncogenes e estd localizado na regido cromossdmica 8g24.1, sendo
constituido de trés éxons que apresentam similaridade de nucleotideos entre humanos e
camundongos (cerca de 90% para os éxons 2 e 3) (Hamlyn & Rabbits, 1983; Bernard et al;
1983, Kelly et al., 1983).

O MYC codifica um fator de transcricdo que funciona na dimerizacdo e ligacdo do
DNA e tem um papel fundamental na proliferacdo, regulacdo, diferenciacdo e apoptose
(Feller; Mahalingam, 2013).

No ciclo celular, MYC atua promovendo a progressao da fase G1 para a fase S em

células quiescentes através da regulacdo positiva de E2F (familia de genes que tem papel
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importante na transicdo G1/S do ciclo celular) (Matsumura et al., 2003), das ciclinas D2
(Coller et al., 2000; Einsenman, 2001), E e A (Facchini & Penn, 1998), CDK4 (Hermeking et
al., 2000) e Cdc25, uma fosfatase que ativa CDKs. Além disso, inibe ou sequestra CKiIs,
como pl5, p27 e p21 que atuam bloqueando o ciclo celular (Coller et al., 2000).

A desregulacdo ou elevacdo da expressdo de MYC tem sido relacionada a
angiogénese, assim como a um amplo espectro de canceres humanos: de mama, colon,
colo uterino, de pequenas células do pulmao, carcinomas, osteosarcomas, gliobastomas,
melanomas e leucemias mieldides (Dang, 1999; Henriksson, 1996).

No inicio dos anos 90 foi descrito que a extensdo da resposta apoptética esta
correlacionada ao nivel de expressdo de MYC. Além disso, nesse mesmo estudo foi
observado que muitos genes envolvidos na apoptose (TP53, P21 e BAX) contém em seus

promotores regides responsivas a MYC (Evan et al, 1992).

1.8 Apoptose

O termo apoptose foi proposto por Kerr e colaboradores em 1972 para descrever um
padrao morfologico especifico de morte celular observado durante o desenvolvimento
embrionario, a reposicao de células em um tecido adulto saudavel e a atrofia ap6s a retirada
de horménio (Kerr, Wyllie e Currie, 1972). Esse processo pode ser desencadeado por
estimulos fisiolégicos (renovacédo de células epiteliais, hipotrofia induzida pela remocéo de
fatores de crescimento ou de hormdnios ou involugdo de alguns tecidos) e patélogicos
(infeccdes, danos ao DNA e regressao de tumores)

Alteracdes morfologicas precoces incluem perda de contato das células com as
células vizinhas, encolhimento e arredondamento da célula, retracdo dos pseuddpodes,
condensacdo da cromatina (picnose) na periferia do nucleo, translocacdo da fosfatidilserina
(PS) da supericie interna da membrana para a superficie externa, fragmentacdo do DNA em
nucleossomos gerando fragmentos de 200 pares de bases ou mdltiplos deles e
fragmentacgé&o nuclear (cariorréxis) (Wlodkowic et al., 2010).

Em fases tardias ocorrem modificagBes no citoesqueleto com formacéo de bolhas de
membrana (“blebbings”) e a formag¢do de corpos apoptéticos que serdo reconhecidos e
fagocitados por células vizinhas, incluindo macréfagos e células parenquimatosas (Kroemer
et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 6: Alteracdes morfolégicas durante a apoptose.

As células quando entram em estado de apoptose através de estimulos fisiolégicos e patolégicos
apresentam alteracbes em sua morfologia como encolhimento e arredondamento celular (A),
condensac¢do da cromatina (A), fragmentacdo do DNA, translocacdo da fosfatidilserina da membrana,
formacéo de bolhas de membrana (B) e corpo apoptéticos (C).

Fonte: Modificado de https://www.promega.com.br/resources/product-guides-and-selectors/protocols-
and-applications-guide/apoptosis/

Em cénceres, a apoptose mostra-se desregulada através de mecanismos como 0
desbalangco entre proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptoéticas, expressdo reduzida das
caspases, defeitos e mutacdes em TP53, expressdo aumentada de proteinas inibidoras de
apoptose (PIAs) e a sinalizacdo prejudicada das vias de sinalizagdo da apoptose como a via

do receptor de morte (Wong, 2011) (Figura 7).

1.8.1 Vias de Sinalizacdo da Apoptose

Para que ocorra a indugcdo da apoptose, sdo necessarios uma variedade de
estimulos como a privacdo de fatores de crescimentos, unido de ligantes com seus
respectivos receptores, uso de glicocorticéides, tratamento com agentes quimioterapicos,
danos no DNA e exposicdo a radiacdo ionizante (Huppertz et al., 1999; Grivicich et al.,
2007).

O processo de apoptose pode ocorrer através de duas vias de sinalizagdo que séo

divididas didaticamente em via extrinseca e via intriseca (Figura 8).

1.8.2 Via extrinseca

A via extrinseca, também denominada de “via do receptor da morte” é iniciada
através da ativacao dos receptores da morte que sdo membros da superfamilia do receptor
de fator de necrose tumoral (TNFR). Todos os membros dessa familia possuem um dominio
extracelular rico em cisteina e um dominio citoplasmatico de cerca de 80 aminoacidos
denominado “dominio da morte” (DD) (Lavrik et al., 2005) (Figura 8).
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Figura 7: Processos desregulados da apoptose que contribuem para a carcinogénese.

Em cénceres, o processo de apoptose pode estar desregulado através de diversos mecanimos como
0 desequilibrio entre proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptoéticas, defeitos e mutacdes em TP53,
sinalizacdo prejudicada da via do receptor da morte e expressao reduzida de caspases e aumentada
de proteinas inibidoras da apoptose.

Fonte: Modificado de Wong, 2011.

A sinalizacao ocorre através da ligacdo dos sinalizadores da morte (FasL, TNFA,
TRAIL, Apo3L e Apo2L) aos seus respectivos receptores (FasR, TNFR1, TNFR2, TRAIL R1,
TRAIL R2, DR3, DR4 e DR5), também denominados de “receptores da morte”. Quando
ativados, a porgcao citoplasmatica desses receptores se ligam “proteinas do dominio da
morte” denominadas de TRADD (TNF receptor apoptotic death domain) para o TNFA ou
FADD (Fas-associated death domain) para o FasL Em seguida, TRADD ou FADD se
associa a pré-caspase 8 formando o complexo DISC (death-inducing signaling complex) que
ativa as caspases iniciadoras (8 e 10) que estavam inativas. Estas enzimas ativam as
caspases executoras (3, 6 e 7) que destroem estruturas celulares resultando na morte

celular (Chang e Yang, 2000).
1.8.3 Viaintrinseca

A via intrinseca, também denominada de via mitocondrial, pode ser desencadeada
por vérios estimulos como a falta de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia,
estresse no reticulo endoplasmatico, dentre outros. Apos a célula sofrer uma injiria, a

mitocondria recebe sinais de morte que aumentam a permeabilidade de suas membranas, o
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que promove a liberagdo do citocromo C para o citoplasma o qual ir4 se ligar a molécula
adaptadora Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) formando o complexo
apoptossomo que ira ativar a pro-caspase 9 e 3 (Wu et al., 2013; Grivicich et al., 2007).

A familia de proteinas BCL2 (B-cell lymphoma protein 2) compreende 25 membros
pré e anti-apoptéticos que compartilham em sua estrutura um dominio especifico, o BH
(BH1-BH4). De acordo com a quantidade de dominio BH, os membros da familia
pré-apoptotica estdo classificados em dois subgrupos, sendo BAX, BAK e BOK as proteinas
gque possuem multiplos dominios BH e BID, BIM, PUMA, NOXA, BIK, BAD, HRK e BMF que
apresentam apenas o dominio BH3, sendo chamadas BH3-only (Vangestel et al., 2009; Burz
et al., 2009).

Em resposta ao estimulo apoptético, as proteinas BAX/BAK sdo ativadas na
mitocéndria provocando a liberacdo do citocromo C e de outros fatores mitocondriais no
citosol como o fator de indugcdo da apoptose (AlF),a proteina Diablo (Smac/DIABLO) e a
protease Omi/HtrA2. Quando liberado, o AlIF migra da mitocéndria para o nicleo e inicia um
processo de apoptose independente das caspases, no qual interage com o0 DNA
promovendo a condensacao e fragmentacdo deste a partir da ativacdo das endonucleases
(Broughton e Sobey, 2009, Burz et al., 2009; Wang e Youle, 2009). Smac/DIABLO e
Omi/HtrA2 interagem e antagonizam com as proteinas inibidoras de apoptose promovendo a

ativagao das caspases (Goldar et al, 2015) (Figura 8).
1.8.4 Proteinas reguladoras da apoptose
1.8.4.1 BAX

A proteina BAX (BCL2 associated protein X) pertence a familia de proteinas BCL2 e
é codificado pelo gene de mesmo nome localizado na regido cromossdémica 19q13.3-q13.4.
Quando em presenca de sinais apoptoticos, BAX sofre uma translocacao do citoplasma para

a mitocondria, onde sofre ativacdo e modificagdo conformacional, aderindo a membrana

mitocondrial externa e promovendo a liberagédo de citocromo C (Kotsafti et al., 2010).
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Figura 8: Vias de sinalizacdo da apoptose.

A apoptose pode ocorrer através das vias de sinalizac@o extrinseca e intrinseca. A via extrinseca
ocorre através da ligacdo dos sinalizadores da morte (FasL, TNFA, TRAIL, Apo3L e Apo2L) aos
receptores da morte (FasR, TNFR1, TNFR2, TRAIL R1, TRAIL R2, DR3, DR4 e DR5). Quando
ativados, os receptores irdo se ligar as “proteinas do dominio da morte” (TRADD ou FADD) e em
seguida essas proteinas irdo se associar a pro-caspase 8 formando o complexo DISC que ira ativar
as caspases 8 e 10 que por sua vez ira ativar as caspases 3, 6 e 7. A via intrinseca é ativada por
estresse intracelular que promove a liberacdo do citocromo C que ira se ligar a Apaf-1 formando o
complexo apoptossomo que ira ativar pré-caspase 9 e 3 desencadeando na morte celular
programada.

Fonte: Modificado de Favaloro et al, 2012.

1.8.4.2BCL2

Inicialmente descrita em um linfoma ndo-Hodgkin de células B, a proteina BCL2 é um
proto-oncogene pertencente a familia de proteinas BCL2, cujo gene codificante esta
localizado no cromossomo 18921 (Hockenbery et al., 1990). A proteina esta localizada no
envelope nuclear, reticulo endoplasmatico e membrana mitocondrial externa e tem como
funcdo inibir a apoptose através do bloqueio da acdo das caspases (Petit et al., 1997;
Mignotte e Vayssiere, 1998; Grivicich et al., 2007) e impedindo a ativacédo e liberacdo de
citocromo C (Adam & Corys, 2007).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Atuando na regulagédo da angiogénese tumoral, PTX3 tem exercido o papel como um
forte antagonista natural desse processo ao se ligar a fatores pré-angiogénicos (FGF2 e
FGF8b) e inibir a atividade mitogénica e angiogénica promovida por esses em células
tumorais (Rusnati et al. 2004; Leali et al, 2011 e Ronca et al, 2013).

Estudos realizados por nosso grupo demonstraram que PTXS3 inibiu a proliferagéo
celular das linhagens humanas de adenocarcinoma coorretal (HCT-116) e melanomas (SK-
MEL-37 e SK-MEL-188) (Nunes, comunicacgdo pessoal, 2016).

Diante dos achados de que PTX3 inibe a proliferacdo celular de tumores atraves de
sua interacdo aos FGFs e de que as pentraxinas, CRP e NPTX2, induzem a apoptose e a
parada no ciclo celular em mondécitos, células de cancer pancreatico humano e células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS), surge a hipétese deste trabalho de que
PTX3 inibe a proliferacéo celular através do aumento da apoptose e parada no ciclo celular.

Logo se torna relevante investigar o papel de PTX3 na modulagéo de varios aspectos
importantes relacionados a morfologia e fisiologia destas células, tais como a condensacao
do nudcleo, presenca de bolhas de membrana, estrutura do citoesqueleto de actina, a
apoptose e o ciclo celular. Os dados destes estudos serdo importantes para contribuir na
caracterizacdo funcional dos efeitos biolégicos de PTX3 nos processos fisiolégicos e na
morfologia das células tumorais humanas e identificar uma possivel acéo citotoxica de PTX3

contra células tumorais.
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3. OBJETIVOS

3.1-Obijetivo Geral

Investigar o efeito bioldgico da proteina Pentraxina 3 sobre as caracteristicas

morfol6gicas e funcionais de células tumorais humanas.

3.2- Objetivos Especificos

3.2.1-Avaliar as altera¢cdes morfolégicas nas linhagens celulares tumorais humanas
derivadas de adenocarcinoma de colon (HCT 116) e de melanoma (SK-MEL-37), em
resposta ao tratamento com a proteina Pentraxina 3 recombinante humana (rhPTX3) por

microscopia 6tica de contraste de fase e imunofluorescéncia;

3.2.2- Avaliar os niveis de apoptose e progressdo das fases do ciclo celular nas
linhagens celulares tumorais humanas derivadas de adenocarcinoma de célon (HCT 116) e
de melanoma (SK-MEL-37), promovidas pelo tratamento com a proteina Pentraxina 3

recombinante humana (rhPTX3) por citometria de fluxo;

3.2.3- Analisar, por Real Time RT-PCR, as alteracGes do perfil de expressdo dos
genes pro-apoptoéticos (BAX - BCL2-associated X protein), anti-apoptético (BCL2 - B-cell
CLL/lymphoma 2), reguladores do ciclo celular MYC, CDKN1A (p21, cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A), TP53 (tumor protein p53) promovidas pelo tratamento das linhagens
celulares tumorais humanas derivadas de adenocarcinoma de célon (HCT 116) e de
melanoma (SK-MEL-37) com PTX3.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Proteina PTX3 recombinante humana

A proteina Pentraxina 3 recombinante humana (rhPTX3) foi gentilmente cedida pelo
laboratério de Imunopatologia Experimental do Instituto Humanitas (Italia), coordenado pela
pesquisadora Cecilia Garlanda. A proteina foi produzida em células CHO (chinese hamster
ovary) e foi purificada por imunoafinidade em condi¢bes livres de endotoxinas, sendo
certificada por SDS-PAGE. A contaminacado por lipopolissacarideo (LPS) foi avaliada pelo
ensaio LAL (Limulus Amebocyte Lysate) e testada pela auséncia de estimulacdo de

interleucina 6 (IL6) em mondcitos (Garlanda et al., 2002).

4.2 - Cultura de células

As linhagens tumorais humanas empregadas neste estudo foram a HCT-116 e a SK-
MEL-37.

A linhagem de adenocarcinoma de célon HCT-116 foi adquirida da ATCC (American
Type of Culture Collection) e apresenta a morfologia do tipo epitelial, sendo que suas células
séo poligonais, aderentes, tumorigénicas e crescem de forma agrupada. A linhagem de
melanoma SK-MEL-37 € uma linhagem também tumorigénica, proveniente do Memorial
Sloan Kettering Cancer Center cujas células sdo aderentes, fusiformes e achatadas.

As células foram crescidas e expandidas de acordo com os protocolos da ATCC,
sendo a linhagem HCT-116 cultivada em meio McCoy’s 5A Modified Mediumm (Gibco), e a
linhagem SK-MEL-37 crescida no meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco). Ambos
0os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 2mM de
L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 10 pg/ml de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). As
células foram cultivadas em estufa a 37° C e atmosfera saturada com 5% de didxido de
carbono (CO,). A autenticidade das linhagens foi realizada pela comparagcéo do perfil de
STR (short tandem repeats, INMETRO) com o banco de dados do ATCC.

Com o objetivo de garantir que todos os experimentos fossem realizados com as
células na mesma passagem e minimizar alteracdes genéticas provenientes de repiques
sucessivos, as células foram expandidas até atingir uma confluéncia entre 70 a 90% e, apds
duas ou trés passagens, foram aliquotados em 10 criotubos contendo 2 x 10° milhdes de
células por criotubo e criopreservados em meio especifico suplementado com 50% de SFB
e 10% de dimetilsufoxido (DMSO), sendo os criotubos incubados em freezer -80 °C por 24 a

72 horas para em seguida serem armazenados em nitrogénio liquido.
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4.3 - Analises Morfoldgicas

As analises morfoldgicas foram realizadas no Centro de Aquisicdo e Processamento
de Imagens (CAPI) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG através de capturas
com o software Zen Lite (ZEISS) utilizando filtros para rodamina-TRITC (excitacdo/emisséo:
557/576 nm) e DAPI (350/470 nm) no microscopio de fluorescéncia Apotome.2 (ZEISS).
Para as analises, foram capturados 10 campos aleatérios ndo sobrepostos ou 100 células
por laminula na magnitude de 400X e o0s seguintes parametros foram quantificados:
auséncia ou presenca de nucleo condensado, bolhas de membrana, fibras de estresse,
actina cortical e niamero de fibras transmembranares, lamelipédios e rufles de membrana.

As linhagens foram plagueadas em triplicatas sobre laminulas nas quantidades de
2 x 10* (SK-MEL-37) e 4 x 10* (HCT-116) células por poco em placas de 24 pocos (area de
crescimento de 1,9 cm?) com 500 pl de meio especifico suplementado com 10% de SFB, 1%
de penicilina/estreptomicina e 1% de L-glutamina por 24 horas para estabilizagdo e adeséo
celular. Apds esse tempo, 0 meio foi removido para adicdo de 400 pl de meio especifico
contendo ou ndo 2,64 pug/ml de rhPTX3 e as células foram incubadas em estufa a 37°C em
atmosfera saturada com 5% de CO, nos tempos de 12, 24 e 48 horas .Em seguida, o meio
foi removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X a 37°C para remocao de
células mortas e residuos de soro. Para a fixagdo das células foram adicionados 500 pl de
paraformaldeido (PFA) 4% (Sigma) em salina tamponada com fosfato (PBS) 1x por poco.
Ap6s 15 minutos de incubacdo na temperatura ambiente, o PFA foi removido e 0s pocos
foram totalmente preenchidos com PBS 1X, sendo as placas mantidas a 4-8 °C por 24
horas.

As laminulas foram retiradas dos pog¢os com o auxilio de pinc¢as, lavadas duas vezes
com PBS 1X e incubadas por 1 hora em camara umida na presenca de 20 ul de faloidina (10
ng/ml) conjugada com TRICT (Tetramethyl Rhodaminelsothiocyanate) (Sigma) diluida
1:5.000 em solucédo blogueadora PGN/saponina (0,25% de gelatina, Sigma, 0,1% de azida
sddica ( Sigma) e 0,1% de saponina (Amersham) em PBS 1X). Para a marcagéo nuclear, foi
adicionado a esta solugao o corante nuclear DAPI (cloridrato de 4’,6-diamindino-2-fenilindol;
10 pM, Molecular Probes) na diluicdo 1:1000.

Apés o periodo de incubacéo, as laminulas foram lavadas duas vezes com PBS 1X e
montadas sobre laminas de vidro com 20 pl de glicerol-PPD (1,4-phenylenediamine, Sigma)

para preservacao da fluorescéncia.
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4.4 - Ciclo Celular

4.4.1 Avaliacdo da parada no ciclo celular por citometria de fluxo

Inicialmente foi realizado um experimento para verificar o tempo necesséario de
privagdo de soro para sincronizagéo do ciclo celular das células em cultura.

As células foram plaqueadas em triplicatas na quantidade de 1 x 10° células por poco
em uma placa com 24 poc¢os contendo 500 pl de meio especifico suplementado com 10% de
SBF, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de L-glutamina e foram incubadas a 37 °C em
estufa com atmosfera saturada de 5% de CO, por 24 horas (overnight) para a estabilizagédo
e adesdo celular. ApGs esse periodo, o meio foi removido, e 0os pocos foram lavados duas
vezes com PBS 1X estéril a 37°C para remogéo de células mortas e do SFB. Em seguida,
500 pl de meio especifico contendo 0,5% SFB foram adicionados. Apds 18 horas de
incubacao, as células foram lavadas em PBS 1X a 37°C e desprendidas por tripsinizacéo,
transferidas para tubos de 1,0 ml e a suspenséao centrifugada a 7.200 X g durante 5 minutos
em uma micro -centrifuga (Denver Instrument Company, USA).

O sobrenadante foi desprezado e ao precipitado de células foram adicionados 300 pl
de uma solucao fluorocrémica hipoténica (HFS), contendo 50 mg/ml de iodeto de propidio -
IP (Sigma, Saint Louis, Missouri USA) e 0,1% de triton X-100 (Sigma, Saint Louis, Missouri
USA) em citrato de so6dio a 0,1% (Sigma, Saint Louis, Missouri USA). As amostras foram
incubadas por 4h a 8 °C e, em seguida, as andlises foram realizadas no Centro de
Citometria do ICB através do software BD FACSCellquest no citbmetro de fluxo FACScan
(Becton Dickinson — BD Biosciences). Os resultados foram analisados através do software
FlowJo VX (FlowJo, LLC and lllumina, Inc).

Para o tratamento com rhPTX3, as células foram plagueadas em triplicatas nas
quantidades de 1,2 x 10° (SK-MEL-37) e 8 x 10" (HCT-116) células para o tempo de 24
horas de tratamento e nas quantidades de 6 x 10* (SK-MEL-37) e 4 x 10* (HCT-116) células
para o tempo de 48 horas. As células foram semeadas em uma placa de 24 pogos com 500
pl de meio especifico contendo 10% de SBF, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de L-
glutamina. Em seguida, as células foram privadas de soro nas mesmas condicbes do
experimento anterior (0,5% de SFB por 18 e 24h). ApGs o tempo de privacdo, as células
foram tratadas por 24 e 48 horas com 400 pl de meio especifico contendo ou ndo 2,64 pg/ml
de rhPTX3. Apos o periodo de tratamento, 0 mesmo processo de tripsinizagdo e marcacéo
com a solucdo HFS foi realizado. As amostras foram incubadas por 4h a 8 °C e, em seguida,
as analises foram feitas através do software BD FACSCellquest no citbmetro de fluxo
FACScan (Becton Dickinson — BD Biosciences). Os resultados foram analisados através do

software FlowJoVX (FlowJo, LLC and lllumina, Inc).
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4.5 - Andlise da Expresséo Génica

45.1 Extracdo de RNA

O RNA total das células foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen)
seguindo as recomendacdes e especificacdes da fabricante.

As células foram plaqueadas em triplicatas nas quantidades de 3 x 10° (HCT-116) e
2 x 10° (SK-MEL-37) células por poco em uma placa de 06 pocos com 1000 pl de meio
especifico contendo 10% de SBF, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de L-glutamina. Em
seguida, foram incubadas a 37 °C em atmosfera saturada de 5% de CO, por 24 horas
(overnight) para estabilizagdo e adesé&o celular. Quando atingida uma confluéncia de 70 a
80% de densidade, o meio foi aspirado e substituido com 900 pl de meio especifico
contendo ou ndo 2,64 pg/ml de rhPTX3 e as células foram tratadas por 3h para a andlise da
modulacéo de genes precoces.

Apoés as 3 horas de tratamento, o meio foi retirado e a monocamada de células foi
lavada trés vezes com PBS 1X a 37°C. O PBS 1X foi completamente removido para a
adicdo de 1 ml de reagente TRIzol por poco (area de crescimento de 9,6 cm?) sobre a
monocamada celular, sendo homogeneizado varias vezes com o auxilio de um
micropipetador até a perda da viscosidade e transferido para microtubos de 1,5 ml, livre de
nucleases para posterior homogeneizac¢ao por 15 segundos por inversao.

Para permitir a completa dissociacdo do complexo de nucleoproteina, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e em seguida foi adicionado 0,2 ml
de cloroférmio (Merck) por microtubo, sendo as amostras homogeneizadas durante 15
segundos por inversdo dos tubos e incubadas por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Para a separacgéo da fase fenol-cloroférmio, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g
por 15 minutos a 4°C e em seguida foi coletada a fase aquosa superior. Para a precipitacéo
do RNA total, 0,5 ml de isopropanol 100% (Merck) foi adicionado a cada 1 ml de TRIzol
usado. O conteudo dos microtubos foi homogeneizado por inversdo repetida dos tubos, os
mesmos foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugados a 12.000
X g por 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 1 ml de
etanol 75% (Sigma), sendo centrifugado a 7.400 x g por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi
seco ao ar por 5 a 10 minutos e o RNA total foi homogeneizado em 10 pl de agua Milli-Q
autoclavada tratada com DEPC 0,1% (Sigma) para armazenamento a -20°C.

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria no aparelho Nanodrop
2000c (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 260 nm. A estimativa de pureza do

RNA foi feita pela analise da razdo entre as absorbéancias 260/280 nm, que determina a
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contaminacdo das amostras por proteina, e 260/230 nm, que estima a contaminacao das
amostras por sais. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja relagdo 260/280 nm
e 260/230 nm estivessem entre 1,8 e 2,0. A integridade do RNA extraido foi avaliada por
fracionamento eletroforético em gel de agarose 1% em tampéo tris-acetato-EDTA 1X (TAE)
corado com brometo de etidio. Foram considerados RNAs de boa qualidade os que né&o
tiveram padrdo de arraste de degradacdo (smear) no perfil e que apresentaram bandas
correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S cuja intensidade da primeira banda

fosse igual ou maior a banda equivalente ao RNA 18S.

45.2 Transcricdo Reversa

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA), uma reagéo de transcricao reversa

foi realizada utilizando o kit ImProm-Il ™

(Promega). Aliquotas de 2 ug do RNA total foram
adicionadas a 1 pl de iniciadores especificos oligo(dT):s (0,5 pg/ul) e agua Milli-Q DEPC
0,1% (Sigma) em quantidade suficiente para (g.s.p.) 5 ul, sendo incubadas a 70°C por 10
minutos no termociclador (Corbett, Uniscience). Posteriormente, as amostras foram
mantidas no gelo por 5 minutos para, em seguida, serem adicionados 0s seguintes
reagentes a reacdo: 4,3 pl de agua DEPC 0,1%; 4,0 ul de tampdo ImProm 5X (Promega);
3,2 pl de MgCl;, (25 mM) (Promega); 2,0 de dNTP mix (10 mM) (Eppendorf); 0,5 ul de
RNasin (40 U/ul) (Promega) e 1,0 pl da enzima ImProm RT (20 U/ul) (Promega). A reacao
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 reacdo de transcricdo reversa foi avaliada através da amplificacdo
dos genes constitutivos GAPDH (foward 5’ - CTC TCT GCT CCT CCT GTT C — 3’; reverse
5"— GAT GAT GAC CCT TTT GGC TC — 3) e NOTCH2 (forward 5 — TGT GGC CAA CCA
GTT CTC CT 3’; reverse 5 — GGC AGT CATCAA TAT TCC TC - 3’) em reagbes de PCR.
As seguintes concentracdes de reagentes foram utilizadas para as reacdes: 5,0 pl de PCR
Buffer 5X; 1,5 pl de MgCl,; 0,25 pl de dNTP mix 25 mM (Eppendorf); 1 pl de cada iniciador
(20 pmol/ul)(IDT); 1 pl do cDNA molde e 4gua Milli-Q autoclavada g.s.p. 25 pl. Como
controle negativo da reacdo, todos os reagentes foram usados, exceto o cDNA molde que
foi substituido por 1 pl de agua Milli-Q.

Os parametros utilizados para as reacdes de PCR foram: 1 ciclo de 95°C por 5
minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto; 1
ciclo de 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificacao foram fracionado por eletroforese
em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo e visualizados sob luz UV (UVP
Benchtop transiluminador). As amostras que apresentaram banda correspondente aos

genes alvos sem sinais de inibicdo foram consideradas de boa qualidade.
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4.5.3 Construcao e analise dos iniciadores especificos

Inicialmente, foi realizada uma busca no NCBI (National Center for Biotechnology)
pela sequéncia nucleotidica do transcrito. A sequéncia encontrada foi submetida a uma
analise de similaridade por alinhamento através do algoritimo BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool) para identificar as diferentes isoformas, assim como o grau de
similaridade entre as sequéncias. Os iniciadores foram construidos abrangendo regifes de
anelamento presente em todas as isoformas e em regides de juncdo de éxons com o intuito
de se evitar amplificacdo de DNA gendmico. Em seguida, os iniciadores selecionados foram
submetidos a analise empregando o programa Oligoanayzer (Integrated DNA Technologies,
IDT), de forma a escolher aqueles que atendessem 0s parametros apresentados na Tabela
1

Tamanho dos iniciadores 18 a 25 bp
Conteudo CG 40 a 60%
Temperatura de melting 55a 60°C
A G Hairpin, Dimero e Heterodimero >-9.0 kcal/mole
Tamanho do produto 702120 bp

AG energia livre de Gibbs

Tabela 1: Pardmetros utilizados para a construgcado dos iniciadores.

Posteriormente, foi realizada uma PCR in silico usando o programa Amplify 1.2 (Bill
Angels ©1992, University of Wisconsin) para simular a PCR e avaliar os resultados dessa

reacdo, otimizando o desenho dos iniciadores especificos.

4.5.4 Anédlise da Expressao Génica Basal por RT-PCR

A andlise da expressao génica basal foi realizada com o objetivo de selecionar,
dentre as linhagens celulares usadas no estudo, aquelas que apresentavam expressao
constitutiva dos genes de interesse para que pudessem ser utilizadas nas etapas de
padronizagdo da RT- PCR em tempo real (QPCR).

As reacfes de PCR foram realizadas nas seguintes condi¢des: 5,0 ul de PCR Buffer
5X; 1,5 pl de MgCly; 0,25 ul de dNTP mix 25 mM (Eppendorf); 1 ul de cada iniciador (10
pmol/ul); 1 pl do cDNA molde e 4gua Milli-Q autoclavada qg.s.p. 25 pl. Como controle
negativo da reacdo, todos os reagentes foram usados, exceto o cDNA molde que foi
substituido por 1 ul de agua Milli-Q.

As reagdes foram incubadas no termociclador (Matercycle, Eppendorf) nas seguintes
condigdes: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 45

segundos, 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 10 minutos.
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Os produtos da amplificacdo (amplicon) foram fracionados eletroforeticamente em
gel de agarose 2% em TAE 1X corado com brometo de etideo e visualizados sob luz UV
(transiluminador UVP Benchtop). Para a analise do resultado, as bandas obtidas dos genes
de interesse foram comparadas quanto ao tamanho esperado do produto em relacdo ao
marcador de peso molecular 50 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

455 Avaliacdo da alteracéo do perfil de expresséo génica por RT-gPCR

O perfil de expressdo génica das linhagens tumorais tratadas ou ndo com rhPTX3
(2,64 pg/ml) foi avaliado por RT-gPCR em placas MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate (Life Techonologies), utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR Green
Master Mix (Applied Technologies) na plataforma ABI 7900 HT Real Time PCR (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA).

Para a padronizagdo das reacdes foram realizadas curvas de diluicdo seriada do
cDNA (1:10, 1:100 e 1:1000) de células que sabidamente expressavam 0s genes de
interesse, conforme descrito no item 3.5.4, utilizando concentracdes variadas de iniciadores
especificos (5 a 10 pmol/ul). As reacdes foram avaliadas através do perfil da curva de
dissociacéo e da eficiéncia de amplificacdo (E) que é calculada pela inclinacéo (slope) da
curva de diluicao do cDNA sobre o valor C; (ciclo de quantificacdo) através da equacao 1
sugerida Hellemans (Hellemans et al., 2007):

Equacdo 1: Para calculo da eficiéncia de amplificagao

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

A especificidade da reacéo foi avaliada pela curva de dissociacdo. Para cada um dos
genes amplificados, foram padronizadas as condi¢gdes que apresentaram eficiéncia entre
90-110% e com um pico Unico nas curvas de dissociagcdo. Em todas as reacdes de
amplificagdo foi usado um programa de ciclagem universal: 1 ciclo de 50°C 2’/ 95°C 10’; 40
ciclos de 95°C por 15’/ 60°C por 1. A curva de dissociacdo foi obtida pelas seguintes
condigdes: 95°C 15, 60°C 15’ e 95°C 15.

Apés a padronizacdo da reacdo, a expressao génica de células tratadas ou ndo com
rhPTX3 foi realizada com iniciadores especificos na concentragédo de 10 pmol/ul e cDNA na
diluicdo de 1:10 para todos os genes. Os dados foram obtidos pelo software SDS 2.4 (Life
Technologies) e analisados através do método de quantificagdo relativa normalizada para
trés genes de expressdo constitutiva: GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase),

HPRT1 (hipoxantina fosforibosil-transferase 1) e ACTB (actina, beta) usando a férmula
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proposta por Hellemans (Hellemans et al.,, 2007) (Equacgdo 2), onde NRQ é expressao
relativa normalizada, E*®' é eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores dos genes, goi: gene
de interesse e refy: genes de referéncia (calibradores); 1 € media geométrica de f: total de

genes de referéncia.

Equacdo 2: Para calculo da expressao relativa normalizada utilizando trés genes

calibradores
ACt,goi
NRQ — goi

n , Aref
H(r]lErefO

4.6 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 6.0 e foram
considerados valores estatisticamente significantes aqueles com p< 0,05.

Para a analise dos dados de citometria de fluxo foi realizado o teste two way anova
com pos-teste de Bonferroni, enquanto que para a andlise da expressdo génica e das
modificacbes do citoesqueleto de actina foi utilizado o teste t de Student e o teste
Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS
5.1 Construcao e analise dos iniciadores
Todos os iniciadores foram construidos em regides de juncao de éxons e de alta

similaridade entre as diferentes isoformas, assim como atendendo todos os critérios

definidos conforme tabela 1. O resumo geral dos iniciadores esté descrito na tabela 3.

. . Hetero- .
Gene Sequéncia 5 - 3' Tamanho cewl T Hairpin |Dimero dimero | Exon Amplicon
a (bp) | a6 | ae |STREC (pb)
BAX Fw|CCG AGA GGT CTT TTT CCG AG 20 55 | 55.2 -0.99 | -3.61 467 2 108
Rv |[GC CTT GAG CAC CAG TTT 17 529 | 53 -0,75 -3.14 ' 2e3*
BCL2 Fw |AGG ATA ACG GAG GCT GGG AT 20 55 | 579 0.38 -3,61 621 2e3* 106
Rv |CAG GGC CAA ACT GAG CAG AG 20 60 | 584 -0,84 | -9,28 ’ 3
CCND1 Fw |TCA AAT GTG TGC AGA AGG AGG 21 47.6 | 55.3 | 1.27 -7.05 6.24 1 30
Rv [TCT GTT CCT CGC AGA CCT 18 55.6 | 55.6| -1,13 -5.13 le2*
MYC Fw |GTA GTG GAA AAC CAG CAG CC 20 55 56.3 0.97 -5.02 314 le2* 109
Rv [TCG TCG CAG TAG AAA TAC GG 20 50 | 54.3( 0.03 -4.95 ’ 2
- *
CDKNIA Fw |GAC CTC TAA AGA CCC CAG AAAT 22 45.5| 54 1.09 3.17 5,49 le?2 69
Rv [ACA CAG GAC TTT TGC CTC CT 20 50 | 56.5 0.2 -6.24 2
Fw | T TT TCT TG T 2 41 -1, -3.17 2 *
P53 W |TGA GGT TGG CTC TGACTG TA 0 50 |55 59 3 -4.89 e3 103
Rv [CCA GTG TGA TGA TGG TGA GG 20 55 | 55.4 0.8 -5.02 3

*Iniciadores desenhados em regido de juncédo dos dois éxons

Tabela 2: Lista dos iniciadores construidos e utilizados nas reagdes de RT-PCR e RT-gPCR
para andlise da expressao génica.

5.2 Andlise da expresséao génica basal por RT-PCR

Na andlise das reacdes de PCR realizadas, foi possivel observar a expressdo de
BAX em todas as linhagens, exceto na SK-MEL-188. Os genes BCL2, MYC, TP53 e
CCND1 apresentaram bandas do tamanho esperado de seus respectivos pesos moleculares
(106, 109, 103 e 80 pb). No entanto, ndo foi constatada a expressdo de CDKN1A em
nenhuma linhagem tumoral.

Uma sintese da expressao basal dos genes BAX, BCL2, MYC, CDKN1A, TP53 e
CCND1 nas linhagens tumorais HCT-116, SK-MEL-37 e SK-MEL-188 pode ser visualizada
na tabela 3, onde o sinal positivo (+) indica que houve expressédo e um sinal negativo (-) que

a expressao nao foi detectada.

39



BAX BCL2 MYC CDKN1A TP53 CCND1
o0} 00} o0} 0] Q o0}
N~ 0 N~ ® ~ N~ 00 N~ 0 N~
oM o o Y N N o
© © N © © © ©
S Id ZSOO —Od SO0l HJO0mL dJOm
= T53 J== TS: T=3 F=5=
O Y Y Z0XY ¥YZO¥ ¥ Z O¥YY ZOXYY¥ ZOY ¥ Z
M I wn OInw nOIn n O I nvn OTnnw OIn n O

Figura 9: Andlise da expresséo génica basal de BAX, BCL2, MYC, TP53, CCND1 e CDKN1A nas
linhagens tumorais HCT-116, SK-MEL-37 e SK-MEL-188.

As linhagens tumorais de adenocarcinoma de célon (HCT-116) e melanomas (SK-MEL-37 e SK-MEL-
188) foram crescidas em meio especifico contendo 10% de SFB e incubadas a 37°C e atmosfera de
5% de CO, até atingir uma confluéncia de aproximadamente 70-90%. Em seguida, o RNA total de
cada linhagem foi extraido pelo método de TRIzol e utilizados como molde em rea¢bes de RT.O
cDNA sintetizado foi utilizado como molde nas reacdes de PCR para os genes alvo. O produto da
reacdo de PCR foi fracionado eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de
prata. Em ambas as imagens: canaleta: marcador de peso molecular 50 bp; Canaleta 3-5, 7-9 e 11-
13: HCT-116, SK-MEL-37 e SK-MEL-188; Canaleta 2,6, 10 e 14: controle negativo (CN). Tamanho do
produto de PCR de BAX: 108 pb; BCL2: 106 pb; MYC: 109 pb; CDKN1A: 69 pb; TP53: 103 pb; e
CCND1: 80 pb.

Em seguida, para verificar a expressdo induzida de CDKN1A foi realizado o
tratamento com LPS (100 pg/ml) por 4 horas na linhagem HCT-116 de acordo com
resultados obtidos por Juknat e colaboradores que mostraram o aumento da expressao
génica de CDKN1A mediante a esse tratamento. Para a visualiza¢do do produto de PCR foi
realizado o fracionamento eletroforético em gel de agarose 2% corado com brometo de
etideo. Como controle positivo da reacdo foi avaliada a expressdo de GAPDH, gene
constitutivo, na linhagem tratada. Nao foi possivel observar a expressdo de CDKN1A no
cDNA da célula tratada (figura 10).

Com o objetivo de otimizar a reacdo de PCR para o gene CDKN1A, foram realizadas
alteracbes na temperatura de anelamento, assim como foi acrescentado 1% de

dimetilsulféxido (DMSO) sozinho e em conjunto com concentracdes variadas de MgCl, (1.5
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a 3 mM) nas reacdes de PCR usando os cDNAs obtidos das linhagens HCT-116, DLD-1,
HUVEC, SW480 e HT1080.

Genes
Linhagem BAX BCL2 MYC  CDKN1A  TP53 CCND1
HCT-116 + + + - + +
SK-MEL-37 + + + - + +
SK-MEL-188 - + + - + +

Tabela 3: Expresséo génica basal de BAX, BCL2, MYC, CDKN1A, TP53 e CCND1 nas linhagens
tumorais HCT-116, SK-MEL-37 e SK-MEL-188.

M 1 2 3

471 bp

Figura 10: Amplificacdo por PCR do gene CDKN1A a partir do cDNA de células HCT-116
tratadas com LPS. As células HCT-116 foram tratadas por 4h com LPS (100ug/ml) e o RNA extraido
usando TRIZOL. Apés a transcrigdo reversa, o cDNA foi utilizado como molde em reacdes de PCR
empregando iniciadores especificos para o gene CDKN1A. O produto amplificado foi fracionado
eletroforeticamente em gel de agarose 2% em TAE, corado com brometo de etideo. Canaleta M:
marcador de tamanho molecular 50bp; canaleta 1: produto amplificado utilizando como molde o cDNA
das células HCT116 tratadas com LPS e utilizando iniciadores especificos para CDKN1A; canaleta 2:
controle negativo (no DNA); canaleta 3: controle positivo: produto amplificado a partir do cDNA das
células HCT116 tratadas com LPS utilizando iniciadores especificos para GAPDH.

O DMSO atua como um agente intensificador da PCR, facilitando a desnaturacdo
total das fitas do DNA principalmente em regides ricas em nucleotideos G e C (Vieira, 2002).
As bandas do produto obtidas ndo apresentaram o tamanho esperado, sendo assim em
nenhuma das reacgdes foi possivel verificar a amplificacdo do gene CDKN1A (figuras 11,12 e
13).
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Figura 11: Otimizagcdo das reacfes de PCR para amplificacdo do gene CDKN1A variando as
temperaturas de anelamento.

Células HCT-116 ou DLD1 tratadas com LPS. O RNA foi extraido pelo método de TRIZOL e apés a
transcricéo reversa, o cDNA foi utilizado como molde em rea¢des de PCR empregando iniciadores
especificos para o gene CDKN1A e GAPDH. O produto amplificado foi fracionado eletroforeticamente
em gel de agarose 2% em TAE, corado com brometo de etideo. Canaleta M: marcador de tamanho
molecular 50bp; Canaletas de 1 a 4: produto amplificado utilizando como molde o cDNA das células
HCT116 e utilizando iniciadores especificos para CDKN1A. As temperaturas de anelamento utilizadas
foram 53°C (canaleta 1), 51°C (canaleta 2), 49 °C (canaleta 3) e 47 °C (canaleta 4); Canaleta 5:
produto amplificado utilizando como molde o cDNA das células HCT116 e utilizando iniciadores
especificos para GAPDH com temperatura de anelamento de 55°C; Canaletas de 6 a 9: produto
amplificado utilizando como molde o cDNA das células DLD1 e utilizando iniciadores especificos para
CDKN1A nas seguintes temperaturas de anelamento: 53°C (canaleta 6), 51°C (canaleta 7), 49°C
(canaleta 8), 47°C (canaleta 9); Canaleta 10: produto amplificado utilizando como molde o cDNA das
células DLD1 e utilizando iniciadores especificos para GAPDH com temperatura de anelamento de
55°C

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 12: Otimizacéo das rea¢des de PCR utilizando DMSO 1%.

O RNA total de células HCT-116, DLD1, HUVEC, SW480 e HT1080 foi extraido, reversamente
transcrito e o cDNA utilizado como molde em rea¢des de PCR empregando iniciadores especificos
para os genes CDKN1A e GAPDH em presenca de 1% de DMSO. O produto amplificado foi
fracionado em gel de agarose 2% em TAE, corado com brometo de etideo. Canaleta M: marcador de
tamanho molecular 50bp; Canaleta 1: amplificacdo CDKN1A do cDNA de HCT-116; Canaleta. 2:
amplificacdo GAPDH do cDNA de HCT-116; Canaleta 3: amplificacdo CDKN1A do cDNA de DLD1;
Canaleta 4: amplificacdo GAPDH do cDNA de DLD1; Canaleta 5: amplificacdo CDKN1A do cDNA de
HUVEC,; Canaleta 6: amplificacio GAPDH do cDNA de HUVEC; Canaleta. 7: amplificagdo CDKN1A
do cDNA de SW480; Canaleta 8: amplificacdo GAPDH do cDNA de SW480; Canaleta.9: amplificacéo
CDKN1A do cDNA de HT1080; Canaleta 10: amplificacdo GAPDH do cDNA de HT1080.
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Figura 13: Reac¢bes de PCR com DMSO 1% e variadas concentra¢gdes de MgCl..

O RNA total de células HCT-116 tratadas com LPS foi extraido, reversamente transcrito e o cDNA
utilizado como molde em reacdes de PCR empregando iniciadores especificos para os genes
CDKN1A e GAPDH em presenca de 1% de DMSO e diferentes concentracées de MgCl,. O produto
amplificado foi fracionado em gel de agarose 2% em TAE, corado com brometo de etideo. Canaleta
M: marcador de tamanho molecular 50bp; Canaleta 1: 1,5 mM de MgCl,; Canaleta 2: 2.0 mM de
MgCl,; Canaleta 3: 2,5 mM de MgCl,; Canaleta 4: 3.0 mM de MgCl,; Canaleta 5: controle positivo
(amplificacéo do gene GAPDH).

Diante das tentativas fracassadas de amplificacdo do gene CDKN1A, com o par de
iniciadores utilizados, desenhamos novos pares dos iniciadores especificos seguindo os
mesmos critérios descritos no tépico 3.6.3. A sequéncia dos iniciadores € mostrada na
Tabela 4.

Tamanho

Tamanho Hairpin [ Dimero Hetero- do

G Sequéncia5' - 3' GC%| T, di E
ene q (bp) 5l Tv | ag AG imero xon produto
AG
(pb)
0, | - ~
CDKN1A Fw  [CAGACCAGCATGACA GATTTCTAC 24 |45.8%(55.4| -0,2 5,38 474 Jungdo2e3 69
RV |CGGATT AGG GCTTCCTCT TG 20 55% |55.1| -0,95 | -4,67 3

Tabela 4: Novo par de Iniciadores construidos e utilizados na rea¢cdo de RT-gPCR para a
amplificacdo do gene CDKN1A.

Os iniciadores foram usados em reacdes de PCR nas quais varias temperaturas de
anelamento foram testadas (55, 53 e 51°C) e foram usados como molde os cDNAs das
linhagens HCT-116 tratada com LPS, SK-MEL-37 e SK-MEL-188. Para a visualizacdo das
bandas, foi realizado um fracionamento eletroforético em gel de agarose 2%. Em todas as
reacOes foi constatada a presenca do produto amplificado de tamanho correspondente ao
esperado para CDKN1A (figura 14).
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Figura 14: Reacdes de PCR com os novos iniciadores especificos para CDKN1A.

O RNA total de células HCT-116 tratada com LPS, SK-MEL-37 e SK-MEL-188 foi extraido,
reversamente transcrito e o cDNA utilizado como molde em reacfes de PCR empregando 0S novos
iniciadores especificos desenhados para a amplificagdo do gene CDKN1A em presenca de diferentes
temperaturas de anelamento. O produto amplificado foi fracionado em gel de agarose 2% em TAE,
corado com brometo de etideo. Canaleta M: marcador de tamanho molecular 50bp; Canaletas 4, 8 e
12: controle negativo (no DNA); Canaletas 1 a 3: cDNA de HCT-116 e amplificacdo de CDKN1A a
temperatura de 55°C (canaleta 1), 53°C (canaleta 2) e 51°C (canaleta 3); Canaletas 5 a 7: cDNA de
SK-MEL-37 e amplificacdo de CDKN1A a temperatura de 55°C (canal. 5), 53°C (canaleta 6) e 51°C 1
(canaleta 7);: Canaletas 9 a 11: cDNA de SK-MEL-188 e amplificacdo de CDKN1A a temperatura de
55°C (canaleta 9), 53°C (canaleta 10) e 51°C (canaleta 11);

5.3 Extracdo, quantificac@o e analise da qualidade e integridade do RNA total

As linhagens HCT-116 e SK-MEL-37 foram plaqueadas em triplicatas e apds atingida
uma confluéncia de 70 a 90% foi realizada a extracdo de RNA pelo método de TRIzol. A
qguantificacdo e a andlise da qualidade dos RNAs extraidos foi feita no equipamento
Nanodrop e conforme mostrado nas tabelas 5 e 6, todas as amostras apresentaram boa
gquantidade e qualidade, uma vez que os valores encontrados das razfes 260/280 e 260/230
estavam proximos de 2,0. , (Tabelas 5 e 6).

Para verificarmos a integridade do RNA extraido, foi feito um fracionamento
eletroforético de 400 ng de cada amostra em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. Como mostrado na figura 15, todos os RNAs apresentaram boa qualidade
demonstrada pela presenca das bandas correspondentes aos rRNAs 28S com o dobro da

intensidade do rRNA 18S com pouco ou quase nenhum arraste.

Amostra Concentragao (ng/ul) |A260/280| A260/230 | RNA Total (pg/ul)
SK-MEL-37 Controle 1 153,7 2,1 2,22 15,37
SK-MEL-37 Controle 2 200 2,03 2,16 20
SK-MEL-37 Controle 3 256,5 2,03 2,2 25,65
SK-MEL-37 Tratado 1 302,6 2,02 2,27 30,26
SK-MEL-37 Tratado 2 270,1 2,03 2,28 27,01
SK-MEL-37 Tratado 3 316,8 2,01 2,29 31,68

Tabela 5: Parametros quantitativos e qualitativos do RNA total extraido da linhagem SK-MEL-
37 tratado ou ndo com rhPTX3.
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Amostra Concentragao (ng/ul) |A260/280( A260/230 | RNA Total (pug/ul)
HCT-116 Controle 1 503,9 2,04 2,09 50,39
HCT-116 Controle 2 486 2 2,33 48,6
HCT-116 Controle 3 322,6 2,07 2,25 32,26
HCT-116 Tratado 1 296,6 2 2,16 29,66
HCT-116 Tratado 2 428,1 2,01 2,08 42,81
HCT-116 Tratado 3 393,3 2,04 2,02 39,33

Tabela 6: Parametros quantitativos e qualitativos do RNA total extraido da linhagem HCT-116

tratado ou ndo com rhPTX3.

M Ci1 C2

Figura 15: Andlise da integridade do RNA total extraido das linhagens SK-MEL-37 e HCT-116.

C3

Tl

T2
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O RNA total de células SK-MEL-37 (A) e HCT-116 (B) foi extraido pelo método TRIZOL e fracionado
eletroforeticamente em gel de agarose 1,5% em TAE e corado com brometo de etideo.

5.4 Sintese de cDNA e avaliacdo da qualidade da transcricdo reversa

Os RNAs totais extraidos foram submetidos a reacdo de transcricdo reversa

utilizando 2 pg do RNA total de cada amostra e iniciadores oligodTs como descrito no topico

3.6.2. A qualidade da transcricdo reversa foi avaliada através da amplificacdo do gene

constitutivo NOTCH2 por reacdo de PCR empregando iniciadores especificos. Os produtos

amplificados foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1,2% corado com

brometo de etideo. Todas as amostras apresentaram a banda de tamanho esperado (310

bp) do gene alvo indicando a eficiéncia da transcricdo e a auséncia de inibidores nas

amostras de cDNA (Figura 16).
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Figura 16: Controle da qualidade do cDNA sintetizado das linhagens SK-MEL-37 e HCT-116
tratadas ou ndo com rhPTX3.

As células da linhagem SK-MEL-37 (A) e HCT-116 foram cultivadas na auséncia (C1, C2 e C3) ou
presenca (T1, T2 e T3) da proteina PTX3 recombinante humana (2,64 ug/ml por 3 horas) e, em
seguida o RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL. ApGs a transcricdo reversa utilizando
iniciadores Oligo dT, o cDNA foi utilizado como molde em rea¢bes de PCR utilizando iniciadores
especificos para o gene NOTCH2. O produto amplificado foi fracionado em gel de agarose 2% em
TAE, corado com brometo de etideo.

5.5 Andlise do perfil de expressao génica por RT-qPCR

Primeiramente, foi avaliada a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores para o0s
transcritos dos genes BAX, BCL2, MYC, TP53, CDKN1A e CCND1 com base na inclinagédo
da curva (slope) e empregando como molde diferentes diluicbes do cDNAs molde (1:10;
1:100 e 1:1000) da linhagem SK-MEL37, a qual, conforme mostrado na figura 9 expressa
todos os genes alvo do estudo. Foram utilizadas concentragbes variadas dos iniciadores
(5, 10 e 15 pmol/ul), cujos valores de inclinagdo variavam de -3,1 a -3,6 (110-90% de
eficiéncia, respectivamente). As reagbes foram avaliadas através da eficiéncia de
amplificacdo calculada pela equacdo 1 e pelo perfil da curva de dissociacdo, em que foi
observado a existéncia de um unico pico de amplificacédo para todos os genes (Figura 17 A
a E) , exceto para CCND1 que apresentou dois picos na curva de dissociacao, indicativo da
presenca de produtos inespecificos ou dimeros dos iniciadores (Figura 17F).

Para todos os genes, as condi¢cdes foram otimizadas na diluicdo 1:10 de cDNA e na

concentracdo 10 pmol/ul dos iniciadores especificos, conforme a tabela 7 abaixo. Os
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normalizadores GAPDH, ACTB e HPRT1 foram otimizados na diluicdo 1:10 de cDNA e nas
concentracdes de 10 pmol/ul e 5 pmol/ul, respectivamente (Nunes, comunicagéo pessoal).

Iniciadores
Gene [Slope |Eficiéncia|Threshold|Diluicdo cDNA| [pmol/ul]
BAX -3,33 100% 0,2 01:10 10
BCL2 -3,31 100% 0,2 01:10 10
MYC -3,36 99% 0,2 01:10 10
TP53 -3,34 99% 0,2 01:10 10
CDKN1A| -3,39 97% 0,53 01:10 10
GAPDH | -3,5 93% 0,26 01:10 10
ACTB -3,23 104% 0,4 01:10 10
HPRT1 | -3,55 91% 0,24 01:10 5

Tabela 7: Pardmetros otimizados para cada par de iniciadores para RT-gPCR dos genes
listados.

Apés a padronizacdo, as reacdes foram realizadas em triplicatas técnicas tanto para
0 grupo controle como para o tratado para cada cDNA diluido 1:10. Os genes constitutivos
GAPDH, HPRT1 e ACTB foram utilizados como normalizadores dos indices de fluorescéncia
dos genes alvos e os valores de expressdo génica relativa ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa (teste t de Student) entre os grupos controle e tratado (figura 18).

Figura 17: Curvas de dissociacdo dos iniciadores para otimizacédo das rea¢cdes de RT-qPCR.

A linhagem SK-MEL-37 foi plagueada em meio DMEM contendo 10% de SFB e incubada a 37°C e
atmosfera de 5% de CO, até atingir uma confluéncia de aproximadamente 70-90%. Em seguida, o
RNA total foi extraido pelo método de TRIzol e utilizado como molde em reacdes de RT.O cDNA
sintetizado foi utilizado como molde nas reacdes de qPCR em variadas diluicbes (1:10, 1:100 e
1:1000) empregando os iniciadores especificos (5, 10 e 15 pmol/ul) para a amplificacdo dos genes
alvos: (A) BAX; (B) BCL2; (C) MYC; (D) TP53; (E) CDKN1A e (F) CCND1.
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Figura 18: Analise do efeito de rhPTX3 na expressdo dos genes normalizadores GAPDH,
HPRT1 e ACTB nalinhagens HCT-116 e SK-MEL-37.

Os niveis de expressédo génica dos genes normalizadores GAPDH, HPRT1 e ACTB foram avaliados
nas linhagens HCT-116 (A) e SK-MEL-37 (B) por RT-gPCR em triplicata técnica de um cDNA diluido
em 1:10 pelo método SYBR Green. A quantificacéo relativa foi calculada pela equacéo proposta por
Hellemans (Hellemans et al.,2007). As células foram plaqueadas em triplicatas técnicas contendo
DMEM 10% SFB. ApoOs 24 horas, no grupo tratado o meio foi removido e foi adicionado novo meio
contendo 2,64 pg/ml de rhPTX3. Apos 3 horas de incubagé@o, o RNA total foi extraido pelo método
TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromll usando o oligo(dT),, ancorados. Os resultados estdo
expressos em relagéo ao grupo controle que foi definido como tendo nivel de expresséo 1x.

Na linhagem de melanoma humano SK-MEL-37, o tratamento com rhPTX3 por trés
horas ndo modulou a expressao de nenhum dos genes alvos do estudo (Figura 19).

Diferentemente da linhagem SK-MEL-37, o tratamento com rhPTX3 por trés horas na
linhagem HCT-116 modulou a expressdo do gene CDKNI1A reduzindo a quantidade de
transcritos no grupo tratado (0,97 + 0,0057; p < 0,05) em comparagéo ao grupo controle (1,0
+ 0,0054) (figura 20).
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Figura 19: Analise do efeito de rhPTX3 na expressédo génica de SK-MEL-37.

Os niveis de expressdo génica de genes pro (BAX) e anti-apoptoéticos (BCL2) e reguladores do ciclo
celular (MYC, TP53 e CDKN1A) foram avaliados por RT-gPCR em ftriplicata técnica de um cDNA
diluido em 1:10 pelo método SYBR Green. A quantificacdo relativa foi calculada pela equacao
proposta por Hellemans (Hellemans et al.,2007). As células foram plaqueadas em triplicatas técnicas
contendo DMEM 10% SFB. Apos 24 horas, no grupo tratado o meio foi removido e foi adicionado
novo meio contendo 2,64 pg/ml de rhPTX3. Apos 3 horas de incubacgdo, o RNA total foi extraido pelo
método TRIzol e o cDNA foi sintetizado pelo kit ImPromll usando o oligo(dT),, ancorados. Os

resultados estdo expressos em relacdo ao grupo controle que foi definido como tendo nivel de
expressao 1x.
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Figura 20: Andlise do efeito de rhPTX3 na expresséo génica de HCT-116.

Os niveis de expressao dos genes BAX, BCL2, MYC, TP53 e CDKN1A foram avaliados por RT-
gPCR, em triplicata técnica, usando como molde o cDNA da linhagem HCT-116 diluido 1:10. A
quantificacdo relativa foi feita pela equagdo proposta por Hellemans (Hellemans et al.,2007). As
células foram plagueadas em McCoy’s 5A 10% SFB. Apos 24 horas, foram tratadas ou ndo com 2,64
pg/ml de rhPTX3 por 3 horas. O RNA total foi extraido pelo método TRIzol e o cDNA foi sintetizado
pelo kit ImPromll usando o oligo(dT),y ancorados. Os resultados estdo expressos em relagdo ao
grupo controle que foi definido como tendo nivel de expressao 1x.

5.6 Avaliacdo da parada no ciclo celular por citometria de fluxo

Inicialmente, visando padronizar o tempo e a concentragdo minima de SFB
necessarios para promover a parada no ciclo e sincronizacdo das culturas, as células foram
privadas por 18 e 24 horas com meio especifico para cada célula suplementado com 0,5%
SFB.

Na linhagem HCT-116, foi verificado que apds a incubagéo das células com 0,5% de
SFB por 18 horas, houve o aumento estatisticamente significativo na porcentagem de
células na fase GO-G1 (75,36 + 0,32) em comparac¢do ao grupo controle com 10% SFB
(62,76 £ 2,03). Além disso, ocorreu uma reducéo significativa na porcentagem de células na
fase S (6,16 £ 1,12) quando comparado as culturas controle incubadas por 18h na presenca
de 10% de SFB (18,43 + 1,13) (figura 21B). Desta forma, podemos concluir que a privacao

do soro (0,5%) por 18h foi suficiente para provocar a parada no ciclo celular na fase GO-G1.
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Figura 21: Anélise do efeito da privacdo com 0,5% SFB por 18 horas sobre a porcentagem de
células em cada fase do ciclo celular a linhagem HCT-116.

As células foram semeadas nas quantidades de 1 x 10° em uma placa de 24 pocos contendo 10%
SFB. Decorrido 24 horas, as células foram privadas de SFB (0,5%) por 18 horas. Apés a privacdo as
células foram tripsinizadas e marcadas com a solugdo HFS para a quantificacdo do conteddo de
acido nucléico de cada fase do ciclo celular. A) Histograma representativo das fases do ciclo celular:
Sub GO0/G1 (amarelo), GO/G1 (vermelho), S (azul) e G2/M (amarelo). B) Porcentagem de células
presente em cada fase do ciclo celular em condi¢bes de alta e baixa concentracdo de soro fetal
bovino por 18h. Foi realizado um experimento independente em triplicata técnica.

Na linhagem SK-MEL-37 a privagdo de soro por 24 horas promoveu 0 aumento no
namero de células na fase GO-G1 (controle 41,53 + 1,68; privado 70,7 + 0,95) e a reducao
na fase S (controle 20,97 £+ 1,13; privado 8,75 £+ 1,13) e G2-M (controle 36 + 1,27; privado
18,3 + 1,95) indicando que a escassez de nutrientes reduziu o nimero de células em divisao
celular e provocou a parada do ciclo celular na fase GO-G1 (figura 22B).

O nosso objetivo com a privacao era o de apés a parada, ao acrescentarmos de volta
0 SFB (10%) obtermos o maior numero de células com o ciclo celular sincronizado de forma

a evidenciarmos os provaveis efeitos de PTX3 sobre o ciclo celular.
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Figura 22: Efeito da privacdo com 0,5% SFB por 24 horas sobre a porcentagem de células
presente em cada fase do ciclo celular da linhagem SK-MEL-37.

A linhagem SK-MEL-37 foi plaqueada nas quantidades de 1 x 10° em uma placa de 24 pocos
contendo 10% SFB. Decorrido 24 horas, as células foram privadas de SFB (0,5%) por 24 horas. Apds
a privacao, as células foram tripsinizadas e marcadas com a solucdo HFS para a quantificacdo de
contelido de acido nucléico de cada fase do ciclo celular. A) Histograma representativo das fases do
ciclo celular: Sub GO/G1 (amarelo), GO/G1 (vermelho), S (azul) e G2/M (amarelo). B) Porcentagem de
células presente em cada fase do ciclo celular em condi¢cdes de alta e baixa concentracdo de soro
fetal bovino por 18h. Foi realizado um experimento independente em triplicata técnica.

Determinado o tempo necessario para a sincronizagdo do ciclo celular mediante a
privacdo de soro, as linhagens HCT-116 e SK-MEL-37 foram privadas de soro por 18 e 24
horas para em seguida ser realizado o tratamento por 24 e 48 horas com meio especifico
10% SFB contendo ou n&o 2,64 pug/ml de rhPTX3.

Na linhagem HCT-116, nao foi observado nenhuma alteracéo significativa do perfil do
ciclo celular apds o tratamento com rhPTX3 por 24 horas (figura 23D). Entretanto, apos o
tratamento com rhPTX3 por 48h foi observado que as células tratadas apresentaram uma
reducdo na quantidade de células na fase GO-G1 (controle 57,06 + 0,92; tratado 50,3 + 1,70)

em comparagdo ao controle (figura 23E). As demais fases ndo apresentaram diferencas
significativas entre o grupo controle e tratado.
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Figura 23: Andlise do efeito do tratamento com a proteina rhPTX3 por 24 e 48 horas sobre a
porcentagem de células presente em cada fase do ciclo celular da linhagem HCT-116.

A linhagem HCT-116 foi plaqueada nas quantidades de 8 x 10* e 4 x 10* em uma placa de 24 pocos
contendo 10% SFB. Decorrido o tempo de 24 horas, as células foram privadas de SFB (0,5%) por 18
horas. ApGs o periodo de privagéo as células foram tratadas com rhPTX3 na presenca de 10% SFB
por 24 e 48 horas e em seguida foram tripsinizadas e marcadas com a solu¢cdo HFS para a
quantificacdo de conteldo de &cido nucléico de cada fase do ciclo celular. Histogramas
representativos dos grupos: A) controle com 10% SFB; B) tratado rhPTX3 24h; C) tratado rhPTX3
48h evidenciando as fases do ciclo celular: Sub GO/G1 (amarelo), GO/G1 (vermelho), S (azul) e G2/M
(verde). Porcentagem de células de cada fase do ciclo celular dos grupos: D) tratado rhPTX3 24h;
E) tratado rhPTX3 48h. Foi realizado um experimento independente em triplicata técnica.

A linhagem SK-MEL-37, quando tratada com rhPTX3 por 24 horas apresentou uma
reducdo significativa no nimero de células presente na fase GO/G1 (controle 47,3 = 0,55;
tratado 44,8 = 0,40) em comparacao ao controle (figura 24D). Nao foi observado diferencas
significativas nas demais fases do ciclo celular. Ao contrério do tratamento de 24h, n&o foi
observado nenhuma alterac&o significativa no tempo de 48h entre o grupo tratado e controle

em relac@o ao nimero de células presente em cada fase do ciclo celular (figura 24E).
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Figura 24: Analise do efeito do tratamento com a proteina rhPTX3 por 24 e 48 horas sobre a
porcentagem de células presente em cada fase do ciclo celular da linhagem SK-MEL-37.

A linhagem SK-MEL-37 foi plaqueada nas quantidades de 1,2 x 10° e 6 x 10* em uma placa de 24
pocos contendo 10% SFB. Decorrido o tempo de 24 horas, as células foram privadas de SFB (0,5%)
por 24 horas. Ap0s o periodo de privagéo as células foram tratadas com rhPTX3 na presenca de 10%
SFB por 24 e 48 horas e em seguida foram tripsinizadas e marcadas com a solucao HFS para a

guantificacdo de conteddo de acido nucléico de cada fase do ciclo celular.

Histogramas

representativos dos grupos: A) controle com 10% SFB; B) tratado rhPTX3 24h; C) tratado rhPTX3
48h evidenciando as fases do ciclo celular: Sub GO/G1 (amarelo), GO/G1 (vermelho), S (azul) e G2/M
(verde). Porcentagem de células de cada fase do ciclo celular dos grupos: D) tratado rhPTX3 24h;
E) tratado rhPTX3 48h. Foi realizado um experimento independente em triplicata técnica.
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5.7 - Analises Morfol6gicas

Nas analises morfolégicas foram capturados 10 campos aleatérios ndo sobrepostos
por laminula na magnitude de 400X e os seguintes parametros foram quantificados:
auséncia ou presenca de nucleo condensado, bolhas de membrana, fibras de estresse,
actina cortical e numero de fibras transmembranares, lamelipédios e ruffles de membrana
(figura 25).

Por microscopia 6ptica de contraste de fase, foi avaliada a presenca ou auséncia de
bolhas de membrana nos tempos de 12, 24 e 48 horas apdés o tratamento com rhPTX3. N&o
foram observadas bolhas de membrana em nenhuma célula em todos os campos
analisados para nenhuma das linhagens.

A presenca de nucleo condensado, outra caracteristica das células apoptéticas, foi
analisada através da marcacdo com o corante nuclear DAPI na diluigdo 1:1000. Nenhuma
célula apresentando nudcleo condensado foi encontrada nos campos analisados das
linhagens HCT-116 e SK-MEL-37.

As alteragBes do citoesqueleto de actina foram avaliadas através da marcagcdo com
faloidina-TRICT e as seguintes condicbes foram avaliadas: numero de fibras
transmembranares, lamelipddios, ruffles de membrana, fibras de estresse e actina cortical.
Essas estruturas estdo associadas ao processo migratério das células.

Em ambas as linhagens do estudo, foi observada a presencga de actina cortical pelo
menos em uma das células em cada um dos campos analisados. Apenas para a linhagem
SK-MEL-37, foram encontrados 2 campos nas laminulas do grupo controle, que nao
mostravam células apresentando actina cortical.

N&o foram observadas fibras de estresse na linhagem HCT-116. Na linhagem
SK-MEL-37 as fibras de estresse s6 ndo foram observadas no grupo controle 12h. Nos
demais tempos as fibras foram encontradas em células tanto do grupo controle quanto nos

tratados.
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Figura 25: Fotomicrografias de fluorescéncia da linhagem HCT-116.

A linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116 foi semeada na quantidade de 4 x 10* células
por poco em uma placa de 24 pogos contendo 10% SFB por 24 horas. ApOs esse tempo, as células
foram tratadas com rhPTX3 (2,64 pg/ml) nos tempos de 12, 24 e 48 horas. Em seguida, o meio foi
removido e a monocamada celular foi lavada duas vezes com PBS 1X a 37°C e as células foram
fixadas com PFA 4% sendo posteriormente incubadas com faloidina-TRICT e DAPI por 1 hora. As
fotomicrografias foram obtidas através do microscopio de fluorescéncia Apotome.2 (ZEISS). Para a
andlise, foram capturadas 10 campos aleatdrios ndo sobrepostos na magnitude 400X. A seta em
branco indica fibras transmembranares. A seta em azul aponta rufles de membrana. A seta verde
indica actina cortical. A seta em amerelo aponta os lamelipodios. As setas em vermelho indica figuras
de mitose. A seta em cinza aponta fibras de estresse. Foi realizado um experimento independente em
triplicata técnica.

Fibras transmembranares foram observadas em células de HCT-116 tratadas com
PTX3 por 12 e 24h. Ja na linhagem SK-MEL-37, fibras transmembranares foram observadas
somente no grupo controle 12h e em células tratadas por 24 e 48 h.

Os Ruffles de membrana foram observados em todos os campos com células
HCT-116 sem haver diferenca entre as células tratadas ou ndo. Ja na linhagem SK-MEL-37,
os ruffles foram detectados apenas em um dos grupos tratados por 12h, em um grupo
controle 24h e um tratado 48h.

Lamelipddios foram encontrados em todos os campos analisados de ambas as

linhagens tumorais estudadas. Na linhagem SK-MEL-37 nenhuma diferenca no namero de

55



lamelipddios foi encontrada entre as células controle e tratadas. J& para a linhagem

HCT116, o tratamento com a Pentraxina 3 promoveu uma diminuicdo no ndmero de

lamelipddios nos tempos de 12 e 24h (figura 27).

Figura 26: Fotomicrografias de fluorescéncia dos grupos controle e tratado rhPTX3 da
linhagem HCT-116.

A linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116 foi semeada na quantidade de 4 x 10" células
por pogo em uma placa de 24 pogos contendo 10% SFB. Apés 24h, as células foram tratadas com
rhPTX3 (2,64 pg/ml) nos tempos de 12, 24 e 48 horas. Em seguida, o meio foi removido e a
monocamada celular foi lavada duas vezes com PBS 1X a 37°C e as células foram fixadas com PFA
4% sendo posteriormente incubadas com faloidina-TRICT e DAPI por 1 hora. As fotomicrografias
foram obtidas através do microscopio de fluorescéncia Apotome.2 (ZEISS), sendo capturados 10
campos aleatérios ndo sobrepostos na magnitude 400X. Para a andlise, foram quantificados e
comparados as estruturas morfolégicas dos grupos controle (A) e tratado rhPTX3 (B). As setas em
amerelo apontam os lamelipodios. Foi realizado um experimento independente em triplicata técnica.
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Figura 27: Anélise do efeito de rhPTX3 no nimero de lamelipddios na linhagem HCT-116.

O numero de lamelipédios foram contados nos grupos controle e tratados através da marcagdo com
faloidina-TRICT. Nos tempos de 12 (A) e 24h (B) de tratamento com rhPTX3 foi observado uma
reducdo no ndmero de lamelipddios na linhagem HCT-116. No entanto, o mesmo efeito ndo foi
observado no tratamento de 48h. Foi realizado um experimento independente em triplicatas técnicas.
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A HCT-116

12h 24h 48h
CL|C2|TL|T2(|T3|C1|C2|C3|TL|T2|T3|C1|{C2|C3|T1|T2
Nimero de células 322(49(254|231|586(448| 229|293 (144|445 (365|780)540(715(643|338
Fibras transmembranares | 0 (0|6 [20)16| 0 (O (OO |41 00000
Lamelipddios 113(37( 78119 | 36| 22|12 |76 (10| 4 (39792517 |12 |97
Ruffles de mambranas S0 15| 3 (0|3 (1|6 22|23 ([18] 2 |14]8
Figuras de Mitose Q1o 4|3 (27194 |71 [12)12 3516|483 |21( 0
Nimero total de células 71 1071 970 954 2025 981
B HCT-116
Controle 12h{Tratado 12h|Controle 24h|Tratado 24h|ControIe A8hiTratado 48h
Fibras transmembranares | 0% 4% 0% 1% 0% 0%
Lamelipddios 40% 13% 11% 6% 6% 11%
Ruffles de membranas 1% 2% 1% 1% 1% 2%
Figuras de Mitose 0% 3% 2% 3% 5% 2%

Tabela 8: Quantificacdo das alteracdes das estruturas do citoesqueleto de actina da linhagem
HCT-116 tratadas com rhPTX3 nos tempos de 12, 24 e 48 horas. Numero absoluto (A) e
porcentagem de células (B) que apresentaram alteragcbes morfolégicas nos parametros
avaliados.

A SK-MEL-37
12h 24h 48h
CL{C2|T1|T2|T3[CL|C2(C3|T1|{T2|C1|{C2|C3|T1|T2(T3
Nimero de células 10411431190| 97 |108(170(177(159(408 (149|226 (506|190(224|275|242
Fibras transmembranares | 16| 0 | 0 (0| 0| 0| 0|0 [0 |13]0 (0[O0 | 0| 0 [125
Lamelipddios 192(119|215|139|179(202(152|235|170(244(140| 92 | 88 | 86 |121|175
Ruffles de membranas o|jofoj1j1|j0f0|4|j0|0O|O|jO]|1]|]0|0O]|O
Figuras de Mitose ofojojofojojOfO]j1|0|0]|19|5f(0]0]0O
Numero total de Células 247 395 506 557 922 741
B SK-MEL-37

Controle 12h|Tratado 12h| Controle 24h|Tratado 24h|Controle 48h|Tratado 48h
Fibras transmembranares | 6% 0% 0% 2% 0% 17%

Lamelipddios 125% 135% 116% 0% 35% 52%
Ruffles de membranas 0% 1% 1% 0% 0% 0%
Figuras de Mitose 0% 0% 0% 0% 3% 0%

Tabela 9: Quantificacdo das alteracBes das estruturas do citoesqueleto de actina da linhagem
SK-MEL-37 tratadas com rhPTX3 nos tempos de 12, 24 e 48 horas. NUmero absoluto (A) e
porcentagem de células (B) que apresentaram alteracdes morfolégicas nos parametros
avaliados.
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6. DISCUSSAO

Inicialmente, caracterizada como um gene (TSG-14) estimulado pelo Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNFA) e pela Interleucina 1 beta (IL1B) (Breviario et al., 1992; Lee et
al., 1993; Lee et al.,, 1990), a pentraxina 3 tem sido descrita atualmente em diversos
processos biolégicos como na inflamacéo, imunidade inata, fertilidade, deposi¢cdo da matriz
e na angiogénese (Garlanda et al., 2009).

Estudos recentes tem evidenciado o papel de PTX3 como antagonista natural da
angiogénese devido a sua ligagdo com os membros da familia de fatores de crescimento de
fibroblasto (FGFs). Os FGFs séo fatores pleiotropicos que promovem a regulagdo no
desenvolvimento embrionario e em mudltiplas vias essenciais como na cicatrizacdo de
feridas, diferenciagdo e sobrevivéncia celular, proliferacdo e angiogénese (Lieu et al., 2011).

A angiogénese é um processo natural regulado pela interagéo de diversas moléculas
pré angiogénicas e de seus inibidores naturais (Hanahan & Folkman, 1996). Quando
desregulado, esse processo pode favorecer o aparecimento de varias doengas como
aterosclerose, psoriase, artrite, obesidade, asma e canceres (Carmeliet, 2003; 2005)

Atualmente, terapias antiangiogénicas tém sido desenvolvidas com foco na inibigéo
da ligacdo dos fatores de crescimento vascular endotelial (VEGFs) aos seus receptores
(VEGFRSs), no entanto muitos pacientes demonstraram ser resistentes a essa abordagem
devido ao efeito compensatoério promovido pelos FGFs.

O achado de que PTX3 apresenta uma ligacdo de alta especificidade e afinidade
com os fatores de crescimento do tipo 2 (FGF2) e 8 (FGF8b) surge como uma abordagem
promissora no tratamento de tumores, uma vez em que foi demonstrado que essa interacdo
promove a inibicdo da proliferacdo e angiogénese de tumores de mama murino, prostata
humano e murino (Leali et al, 2011; Ronca et al, 2013). Além disso, estudos recentes
mostram que tanto as pentraxinas curtas (CRP) como as longas (NPTX2) induzem a
apoptose e a parada no ciclo celular em mondcitos, células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVECS) e células de cancer pancreatico (Nabata et al., 2008; Zhang et al., 2011,
Kim et al., 2014).

Diante desses achados, surge a proposta do nosso trabalho que foi avaliar o efeito
biol6gico de PTX3 sobre a morfologia, o citoesqueleto de actina, a progressdo no ciclo
celular e a expressado génica de linhagens de melanoma (SK-MEL-37) e adenocarcinoma de
cOlon (HCT-116). Nosso pressuposto era o de que a acao anti-tumoral de PTX3 poderia
estar associada ndo apenas ao seu papel como antagonista dos FGFs mas também como

um agente anti-proliferativo e indutor da apoptose.
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Para a avaliagdo de um possivel papel da proteina PTX3 no ciclo celular, foi
realizado inicialmente um ensaio no qual foi verificado o tempo necessario de privacao de
soro para sincronizagdo da cultura de células.

A sincronizacdo celular é o processo que permite a parada das células em fases
especificas do ciclo celular possibilitando o estudo das fases individuais do ciclo celular, dos
mecanismos regulatérios que determinam a regulagéo do ciclo celular no nivel de expresséo
génica e das maodificagcdes proteicas pds-transcricionais, além de contribuir para a
descoberta de novas drogas (Peng et al, 2014).

Ha diversos critérios definidos para a sincronizacdo que devem ser respeitos como:
(a) ambas as células normal e tumoral devem ser paradas na mesma fase especifica do
ciclo celular, (b) a sincronizagcdo deve ser ndo toxica e reversivel, (c) o blogqueio metabdlico
deve ser alvo de uma reagéo especifica e deve ser reversivel, (d) grandes quantidades de
populacdes de células sincronizadas deve ser obtido, (e) a sincronizagdo deve ser
independente do meio, (f) a sincronizagdo deve ser mantida por mais de um ciclo para o
estudo dos processos bioquimicos que ocorrem nas células que estdo ciclando, (g) as
células sincronizadas devem exibir tamanho uniforme e (h) o contetdo de DNA da cultura de
célula inicial e durante o crescimento deve ser o mesmo (Banfalvi, 2011).

Apesar de muitos métodos de sincronizacao terem sidos desenvolvidos, nenhum
deles parece ser perfeito por varios motivos como: (a) a proporcao de células sincronizadas
ndo é suficientemente alta, (b) a manipulacdes durante a sincronizagdo perturbam a
fisiologia celular para um nivel inaceitavel, (c) a maioria dos métodos de sincronizacao séao
toxicos e ndo aplicaveis in vivo (Banfalvi, 2011).

Um método amplamente utilizado para sincronizagéo celular é a privacdo de soro,
gue promove a parada das células na fase GO/G1 com alta eficiéncia e sem nenhum efeito
téxico (Tong et al, 2016). Os resultados obtidos corroboram esse fato uma vez que as
linhagens de adenocarcinoma de colon (HCT-116) e melanoma (SK-MEL-37) apresentaram
uma baixa quantidade de células mortas e um aumento significativo na porcentagem de
células na fase GO/G1 seguido de um decréscimo na fase S e G2/M quando privadas com
0,5% de SFB por 18 e 24 horas (figuras 21B e 22B). Assim, esses dados nos permitem
obter um maior nimero de células sincronizadas a fim de que quando submetidas a
estimulos (10% SFB) seja possivel uma melhor visualizacdo dos possiveis efeitos de PTX3
sobre o ciclo celular.

Diferentemente dos estudos relatados na literatura, em que as pentraxinas tanto
curtas (CRP) quanto longas (NPTX2) induzem a parada do ciclo celular, nosso estudo
demonstrou que o tratamento com a proteina PTX3 exdgena promoveu uma reducao
discreta no numero de células na fase GO/G1 no tempo de 24 horas para a linhagem SK-
MEL-37 (figura 24D) e de 48 horas para a linhagem HCT-116 (figura 23E). Diante desses
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dados, nas condi¢bes do nosso estudo, ndo foi possivel atribuir a PTX3 uma atividade
citotoxica relevante contra as linhagens testadas e nem identificar um papel no aumento da
taxa de apoptose destas células. Entretanto, para a elucidacdo da acao de PTX3 sobre
estas células outras abordagens devem ser empregadas em conjunto como 0 ensaio de
MTT ou contagem de células viaveis com azul de tripan. Além disso, mais replicatas
técnicas (aumentar o nimero de grupos controles e tratados) e biologicas (fazer os ensaios
com outras linhagens de melanoma e adenocarcinoma de célon) seriam necessarias, assim
como tempos maiores de tratamento ou 0 uso de uma concentracdo maior da proteina uma
vez que os estudos que relatam a indugdo da parada do ciclo por CRP, uma pentraxina
curta, usam uma concentracdo bem maior da proteina (50 pg/ml e 25 pg/ml) em células ndo
tumorais (Nabata et al., 2008; Kim et al., 2014).

Diante da presenca de uma baixa porcentagem de células mortas e da auséncia de
bolhas de membrana e nacleo condensado, parametros indicativos de apoptose, nos grupos
tratados de ambas as linhagens é possivel afirmar que a proteina PTX3 nédo induziu a
apoptose na concentracao de 2,64 pg/ml nos tempos de 12, 24 e 48 horas.

Para analise da expressdo génica foi realizada uma avaliagdo qualitativa por
RT-PCR da expressdao génica de BAX, BCL-2, MYC, TP53, CCND1 e CDKN1A nas
linhagens HCT-116, SK-MEL-37 e SK-MEL-188. Esse ensaio teve como objetivo verificar a
expressao dos genes alvos a niveis basais nas linhagens do estudo para assim se obter
controles positivos que fossem usados no calculo da eficiéncia dos iniciadores e na
padronizacéo das reacdes de RT-qPCR.

De acordo com os dados obtidos, foi verificado a presenca de expressao génica de
todos os genes alvos nas linhagens do estudo, no entanto na linhagem SK-MEL-188 n&o foi
visualizado a banda de tamanho esperado para o gene BAX (108 bp) (figura 9). Apesar de
nao verificarmos a expressao de BAX na linhagem de melanoma SK-MEL-118, a expressao
proteica desse gene tem sido identificada em outras linhagens de melanomas (WM164 e
451Lu) (Zhang and Rosdahl, 2004). A auséncia ou redugéo da expressdo desse gene esta
associada ao desequilibrio na razdo do nimero de moléculas de BAX por BCL2 o que leva a
um aumento no numero de proteinas anti-apoptéticas BCL-2 resultando em uma protecdo
do organismo contra a apoptose.

Na andlise da qualidade da transcricdo reversa utilizando iniciadores especificos
para NOTCH2, foi observado que as bandas apresentaram intensidade qualitativamente
semelhante a partir das amostras de cDNA (figura 16). O uso de genes constitutivos como
GAPDH e NOTCH2 séao ferramentas fundamentais na avaliacdo da expressao génica, uma
vez que os niveis de expressdo desses genes sdo sempres constantes independente da
condicdo em que a célula se encontra, seja em situacdes fisiopatoldgicas ou normais

(Eisenberg e Levanon, 2003). A presenca de bandas qualitativamente semelhantes do
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produto de NOTCH2 indica que todas as amostras apresentaram uma boa integridade do
RNA total extraido e boa eficiéncia da transcricao reversa.

Na analise da expressao génica por RT-gPCR das linhagens tratadas com rhPTX3
por 3 horas n&o foi observado modulagéo dos genes alvos na linhagem SK-MEL-37 (figura
19). De maneira similar, rhPTX3 ndo promoveu alteracdo na expressao génica de BCL-2,
MYC e TP53 da linhagem HCT-116, porém o mesmo efeito ndo foi observado para CDKN1A
aonde foi observado uma menor quantidade de transcritos no grupo tratado quando
comparado ao controle (figura 20) .

Esses dados reforgam 0s nossos achados do ensaio do ciclo celular, uma vez que
PTX3 pode estar promovendo a reducdo do namero de células na fase GO/G1 da linhagem
HCT-116 através da diminuigdo da quantidade de transcritos de CDKN1A.

Em um estudo recente realizado por Tung e colaboradores em 2016, foi
demonstrado que o “knockdown” de PTX3 em glioma humano (GBM8401) promoveu a
inibicdo da proliferagédo celular, 0 aumento nos niveis proteicos de CDKN1A (Tung et al,
2016) e a reducéo de ciclina D1, resultando na parada do ciclo celular na fase GO/G1. De
maneira similar, o mesmo efeito foi observado pelo “knockdown” de PTX3 em linhagens
celulares de cancer cervical que apresentaram uma reducdo na viabilidade celular e parada
no ciclo celular na fase G2/M através da modulacdo negativa da expressédo da ciclina B1,
cdc2, e cdc25c¢ e da modulacao positiva da expresséo de p-cdc2, p-cdc25, p27 e p21l. Logo,
esses dados reforcam o fato de que PTX3 possa estar modulando os niveis de transcritos
de CDKN1A. Para comprovar tal fato, seria necessario o emprego de mais replicatas
técnicas e biologicas, assim como tempos maiores de tratamento ou uso de células
transfectadas com cDNA de PTX3, pois diferentemente dos nossos resultados, Zhang e
colaboradores em 2009 mostraram que células de cancer pancreatico transfectadas com o
gene de NPTX2, uma pentraxina longa, induziram a expressado positiva de BAX, sendo a
expressao do gene BCL2 ndo modulada.

De acordo com nossos dados, a regulacdo da transcricdo de CDKN1A promovida
por PTX3 mostrou-se independente de TP53, uma vez que a quantidade de transcritos
desse gene ndo sofreu alteracdo decorrente do tratamento com a proteina. Diante disso,
surge a necessidade de investigar se PTX3 atua na modulacdo dos fatores transcricionais
(SP1, SP3, AP2, BETA2, GAX, HOXA10, STATs, MYOD1, C/EBPa, C/EBPf, NGF, BRCA1)
que controlam a transcricdo de CDKN1A. Para isso, iniciadores especificos terdo que ser
construidos e o0s niveis de transcritos desses genes terdo que ser avaliados
guantitativamente por RT-PCR.

Com o objetivo de avaliars se PTX3 produz alteracbes morfolégicas foram

guantificados estruturas do citoesqueleto de actina nos tempos de 12, 24 e 48h.
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A migracao celular € um processo fundamental na maioria dos processos biolégicos
que incluem a morfogénese embrionaria, vigilancia imunoldgica, angiogénese e regeneracao
de tecidos (Lee, 2010). A dindmica do citoesqueleto de actina desempenha um papel crucial
na maioria desses processos, mediando a formacdo de estruturas celulares como
lamelipddios, filopddios, fibras de estresse e adesdes locais (Bailly and Condeelis, 2002).

Em células tumorais, as caracteristicas do citoesqueleto tem um papel importante
nas atividades de migracdo, habilidades de invasdo e, assim determinam o potencial
metastatico das células (Olson e Sahai, 2009). Li e colaboradores em 2008 demonstraram
que as ceélulas tumorais apresentam alteracbes em sua morfologia e estutura do
citoesqueleto de actina quando comparadas as células normais. Nesse estudo foi descrito
gue as células tumorais geralmente apresentam um numero reduzido de fibras
polimerizadas de actina, desordem dos conjuntos de microfilamentos residuais e deturpagéo
do tempo de maturacdo de ades@es (Li et al, 2008). Além disso, Efremov e colaboradores
em 2014 observaram que fibroblastos transformados em células tumorais apresentavam um
aumento no numero de lamelipédios e uma reducdo significativa nas fibras de actina
polimerizada (Efremov et al, 2014).

Ronca e colaboradores em 2013 mostraram que células transfectadas com PTX3
apresentaram alteragcbes em seu citoesqueleto de actina,apresentando uma morofologia
mais regular devido a uma desorganizacdo da actina (Ronca et al, 2013). Diferentemente de
Ronca, nossos dados mostram que PTX3 nao promoveu alteracdes no numero de fibras
transmembranares, ruffles de membrana e figuras de mitose para ambas as linhagens do
estudo. No entanto, foi observado uma alteracdo no numero de lamelipodios, sendo que a
linhagem HCT-116 apresentou uma menor quantidade quando tratada por 12 e 24h com
PTX3 (figura 27). Os lamelipddios sdo projecbes da membrana plasmatica formado pela
polimerizacdo de filamentos de actina na regido frontal da célula (leading edge). Essas
estruturas atuam no processo de migracdo da célula ao aderir o substrato de matriz
extracelular gerando uma forga contratil que permite o movimento do corpo celular para uma
determinada direcdo (Yamaguchi & Condeelis, 2007). Nossos achados indicam que PTX3
possa ter um efeito inibitério na migragédo de células tumorais

Entretanto, devido a uma enorme variabilidade na quantidade de células presente
entre 0s grupos controle e tratado, outros ensaios sdo necessarios para a garantia de uma
maior reprodutibilidade entre as amostras e maior fidelidade dos dados.

De forma geral, os achados deste trabalho contribuem na caracterizacdo do papel
bioldgico da PTX3 em células tumorais humanas e salientam a importancia em se entender
0S mecanimos pelo qual a proteina atua na inibicdo da proliferacdo de células tumorais

humanas .
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7. SINTESE DOS RESULTADOS:

» As linhagens HCT-116 e SK-MEL-37 apresentam expressdo basal de BAX, BCL2,
MYC, TP53, CCND1 e CDKN1A;

» A linhagem de melanoma SK-MEL-188 apresenta expressao basal dos genes BCL2,
MYC, TP53, CCND1 e CDKN1A;

» PTX3 ndo modula a expressdo de BCL2, MYC, TP53 e CDKN1A na linhagem de
melanoma SK-MEL-37;

» PTX3 ndo altera a expressdao de BAX, BCL2, MYC e TP53 na linhagem de
adenocarcinoma de colon HCT-116;

» PTX3 modula negativamente a expressao de CDKN1A na linhagem HCT-116;

» A privacdo de soro por 18 horas na linhagem HCT-116 promove a parada do ciclo
celular na fase GO/G1;

» A privagdo de soro por 24 horas na linhagem SK-MEL-37 promove a parada do ciclo
celular na fase GO/G1;

» O tratamento com PTX3 por 24 horas ndo promove alteracdes no perfil do ciclo
celular da linhagem HCT-116;

» O tratamento com PTX3 por 48 horas reduziu o numero de células na fase GO/G1 da
linhagem HCT-116;

» A linhagem SK-MEL-37 quando tratada com PTX3 por 24 horas apresentou
diminuicdo da quantidade de células na fase GO/G1;

» A linhagem SK-MEL-37 quando tratada com PTX3 por 48 horas néo apresentou
alteracdes no perfil do ciclo celular;

» PTX3 né&o induziu a condensagéo de nucleo e formagéo de bolhas de membrana em
ambas as linhagens estudadas;

» PTX3 ndo alterou a actina cortical e fibras de estresse nas linhagens HCT-116 e SK-
MEL-37;

» PTX3 ndo modificou o numero de fibras transmembranares e ruffles de membrana
nas linhagens HCT-116 e SK-MEL-37;

» PTX3 promoveu uma diminuicdo no numero de lamelipddios na linhagem HCT-116

nos tempos de 12 e 24h.
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8. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes experimentais do estudo, o tratamento com a proteina PTX3
recombinante humana ndo promoveu a apoptose has linhagens HCT-116 e SK-MEL-37.
Além disso, PTX3 reduziu o nimero de lamelipddios na linhagem HCT-116 nos tempos de
12 e 24 horas.

9. PERSPECTIVAS

Os dados preliminares obtidos neste estudo, apontam que PTX3 ndo apresenta
potencial citotéxico nas linhagens tumorais e ndo promove aumento da taxa de apoptose
nas condi¢cbes estudadas. Enteretanto, foi observada na linhagem de adenocarcinoma
coloretal, HCT-116, uma redugdo nos niveis de transcritos do gene CDKN1A o qual
promove a parada do ciclo celular na fase G1. Diante deste fato, surge a possibilidade de
que PTX3 esteja promovendo a proliferacdo celular nesta linhagem tumoral, porém para
elucidar essa questdo € necessario a realizacdo de mais ensaios in vitro tais como:
contagem de células viaveis com Azul de Tripan, ensaio de MTT, avaliagdo dos niveis de
expressdo de genes envolvidos com proliferacdo celular por RT-gPCR e quantificacdo de
DNA por citometria de fluxo. Além disso, outras abordagens Uteis seriam estudos in vivo
inoculando células tumorais humanas transfectadas ou ndo com o gene de PTX3 em
modelos de Zebrafish, por exemplo, para avaliar o papel da proteina na modulagédo da

angiogénese e progressao dos tumores experimentalmente induzidos.
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