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RESUMO

NUNES, JPS. Avaliacao do efeito biologico da pentraxina 3 em linhagens de
células tumorais humanas. Belo Horizonte; 2014 [Dissertacdo de mestrado].

A pentraxina 3 € uma glicoproteina de fase aguda expressa em uma grande variedade
de células e que desempenha uma miriade de fungdes em processos bioldgicos
associados a fertilidade feminina, imunidade inata e angiogénese. PTX3 interage
seletivamente e especificamente aos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs)
impedindo a interacao desses fatores com seus receptores especificos do tipo tirosina
quinase (FGFR) presentes na membrana das células. O sistema FGF/FGFR
desempenha papéis importantes em inUmeros processos tais como migracao,
diferenciacao, sobrevivéncia e proliferacao celulares, sendo um relevante agente pro-
angiogénico que contribui para o desenvolvimento e progressao de uma variedade de
condigdes fisioldgicas e patoldgicas. No que se refere ao cancer, a angiogénese
favorece a proliferacao das células tumorais, invasao local e metastase hematogénica.
A possibilidade de modular a angiogénese alterando o equilibrio entre o balanco pré e
anti-antiangiogénico tem, portanto, grande potencial terapéutico. Neste sentido, sdo
relevantes as pesquisas buscando a identificacdo e caracterizacao funcional de
moléculas, como PTX3, que € um antagonista natural do sistema FGF/FGFR. O objetivo
deste estudo foi caracterizar a expressao de PTX3 em linhagens humanas derivadas
de sarcoma (HT 1080, SAQS 2), colon (HCT 116, CACO 2 e SW 480) e melanoma (SK-
MEL 37 e SK-MEL 188) bem como avaliar o seu efeito sobre a proliferacao celular e
perfil de expressdao de genes relacionados a resposta inflamatéria e angiogénese
nestas células. A expressao génica foi avaliada por RT-PCR e a proliferagao celular
analisada pelo método MTT e por contagem de células coradas pelo Azul de Tripan.
Os aspectos relacionados a morfologia foram investigados por microscopia de
contraste de fase e por imunofluorescéncia utilizando faloidina-rodamina conjugada
com TRITC para identificacdo da estrutura de actina-F nas células. As linhagens
tumorais HT 1080, HCT 116, SK-MEL 37 e SK-MEL 188 apresentaram expressao basal
tanto de FGF 2 quanto de todos os receptores para FGF (FGFR 1-4) investigados.
Nenhuma das linhagens apresentou expressao basal de FGF8. Niveis basais de PTX3
foram detectados nas células HT 1080, HCT 116, SW 480 e SK-MEL 188. Resultados
preliminares indicaram que PTX3 parece interferir negativamente na proliferacao da
linhagem de fibrosarcoma humano HT 1080. Os resultados obtidos através da analise,
por imunofluorescéncia, sugerem que PTX3 promove alteracdes no citoesqueleto das
células HT 1080 e HCT 116. Nas primeiras, uma aparente diminuicdo da abundancia
de filopddios foi detectada, e nas ultimas, parece haver uma diminuicao no nimero de
filamentos transcelulares. Esses resultados preliminares suscitam a necessidade de
aprofundamento dos estudos buscando a elucidacao do papel de PTX3 nos
mecanismos relacionados a migracao e a proliferacao celular dependentes de FGF em
células tumorais humanas bem como a avaliacdo do potencial terapéutico de PTX3
como agente anti-angiogénico.

vii



ABSTRACT

NUNES, JPS. Evaluation of the biological activity of pentraxin 3 in human
tumoral cell lines. Belo Horizonte; 2014 [Master dissertation].

The pentraxin 3 is an acute phase glycoprotein expressed in a wide variety of cells and
plays a myriad of roles in biological processes including female fertility, innate
immunity and angiogenesis. PTX3 interacts selectively and specifically to fibroblast
growth factors (FGFs) preventing the engagement of these factors with their specific
tyrosine kinase receptors (FGFRs). The FGF/FGFR system plays important roles in
many processes such as migration, differentiation, survival and cell proliferation, and
in angiogenesis. Angiogenesis contributes to the development and progression of a
variety of physiological and pathological conditions. In cancer, the formation of new
vascular channels favors the proliferation of tumor cells, local invasion and metastasis.
The possibility of modulating angiogenesis by altering the balance between pro- and
anti-angiogenic factors therefore has great therapeutic potential. In this sense, studies
aiming the identification and functional characterization of molecules such as PTX3,
which is a natural antagonist of FGF/FGFR system, are very important. The objectives
of this study were to characterize the expression of PTX3 in human cells derived from
sarcoma (HT 1080, SAQS 2), colon (HCT 116, CACO 2 and SW 480) and melanoma
(SK-MEL 37 and SK-MEL 188) and to evaluate its effect on cell proliferation and
expression of genes related to inflammatory response and angiogenesis. Gene
expression profile was investigated by RT-PCR and cell proliferation assessed by MTT
assay and by counting cells stained with Trypan Blue dye. Morphology was observed
by contrast phase optical microscopy and immunofluorescence using rhodamine-
phalloidin conjugated to TRITC to assess F-actin filaments. We found that tumor cell
lines HT 1080, HCT 116, SK-MEL 37 and SK-MEL 188 express FGF 2 and all the FGF
receptors investigated (FGFR 1-4). None of the cells expressed FGF8. PTX3 basal
expression was observed in HT 1080, HCT 116, SK-MEL 188 e CACO 2 lines. Preliminary
results indicate that PTX3 impair the proliferation of human fibrosarcoma HT 1080
cells. By immunofluorescence, we found that PTX3 seems to interfere with the
structure of actin filaments, and reduces the number of filopodia in HT 1080 cells and
human colorectal adenocarcinoma HCT 116 cells. These results indicate the need for
further investigation of the role of PTX3 in FGF -dependent human tumor cells
migration and proliferation as well as for the evaluation of the therapeutic potential of
PTX3 as an anti - angiogenic tool.
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1 INTRODUCAO

O sistema imune é composto por um complexo ordenamento de estruturas e
processos bioldgicos que protegem um organismo contra as doencas. Dentro dele, o
sistema imune inato evoluiu para identificar e erradicar microrganismos
potencialmente danosos. Constitui a primeira linha de defesa dos organismos
eucariotos e desempenha papel chave na ativacao e orientacao da imunidade

adaptativa e na manutencao da integridade tecidual. (Gulati, 2009).

As moléculas de reconhecimento de padroes (PRMs) sdo componentes
importantes da resposta imune inata por reconhecerem motivos moleculares
conservados presentes na superficie de microrganismos (PAMPs — pathogen-
associated molecular patterns). Os lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas presentes
na parede celular de bactérias gram-negativas sao consideradas os prototipos das
PAMPs (Gulati, 2009; Iwasaki e Medzhitov, 2010). Outros exemplos sao 0s
peptidoglicanos das bactérias gram-positivas, lipoproteinas, glucanos de fungos e
acidos nucleicos virais (DNA e RNA) (Gulati, 2009). Esse reconhecimento se da por
multiplos e distintos PRMs amplamente categorizados em classes de proteinas
citosdlicas, transmembranas e de fase fluida. Nestas Ultimas, estdo incluidas as
colectinas, ficolinas e pentraxinas, que se ligam na superficie celular microbiana,
ativando a via classica do sistema complemento. Além disso, essas proteinas também
desempenham papel como opsoninas, revestindo os patdgenos para facilitar a
fagocitose mediada por macréfagos e neutrdfilos (Iwasaki e Medzhitov, 2010). A figura

1 esquematiza os principais PRMs e suas fungoes.

As PRMs de fase fluida sdo moléculas efetoras essenciais e moduladoras da
resisténcia inata em mamiferos e invertebrados, sendo reconhecidas por receptores
celulares expressos nas células da imunidade inata (Gulati, 2009). Através da interacao
direta com esses receptores, as PRMs de fase fluida também facilitam o

reconhecimento e a funcao efetora de células fagociticas (Mantovani et a/., 2013).



Melo % x SED: SR
extracelular
—% Clq
Ficolinas

Colectinas
Oi—jg Ficolina Ativagio do C
Opsonizag¢do
£Q mBL
()
0 6 CRP, SAP |

Pentraxinas

9
Receptores m e curtas e longas

Li tideos, O —
FCYR  LectinatipoC SR Integrina popeptideos, Smes

LPS, PGN
wln\
MD P
== ﬂ n " N
inflamossomo

wn 1O T
CpGDNA 1 DAP —DO R tipo NOD
sSRNA e dsRNA viral MyD88 Y

Endossomo

Fagossomo

TRIF \ /
A/ Virus dsDNA
MM —>| /118

NF-kB [am2]  Rtipo AIM2
IRFs —
MAPKs \AAA Virus dsRNA
. vy
R tipo RIG-I

Figura 1. Braco Humoral e celular da imunidade inata

PRMs de fase fluida pertencem a diferentes familias moleculares, incluindo colectinas (MBL,
SP-A, SP-D), ficolinas, C1q e as pentraxinas (CRP, SAP, PTX3) e ativam o complemento ou
facilitam a opsonizacao de micrébios. PRMs associadas as células estdo localizadas em
diferentes compartimentos (membrana plasmatica, endossomos, citoplasma) e pertencem a
diferentes classes moleculares (TLRs, SR, NOD). Os receptores do tipo RIG-I, NOD- e TLRs
sao receptores de sinalizagao que guiam a ativacao de NFkB, IRFs e MAPKs. TLRs reconhecem
fragmentos microbianos. RIG-I reconhecem RNA de dupla fita viral e induzem a producao de
IFN tipo 1. Receptores do tipo AIM2 reconhecem DNA viral e ativam o inflamossomo, mediando
a producao de IL1B e IL18. Modificado de Mantovani, 2013.
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1.1 Pentraxinas

As pentraxinas formam uma familia de proteinas multifuncionais. Sao
componentes essenciais do braco humoral da resposta imune inata (Garlanda et al.,
2006) e seus membros estdo conservados filogeneticamente de aracnideos até os
mamiferos. Todos os membros desta familia apresentam um dominio caracteristico de
200 aminoacidos no qual se encontra um motivo altamente conservado de 8
aminoacidos, descrito como a assinatura das pentraxinas (HxCxS/TWxS, onde x é
qualquer aminoacido) (Kunes et al, 2012). As pentraxinas interagem com uma
variedade de patdgenos de forma espécie-especifica e tém propriedades bioldgicas de

proteinas de fase aguda (Gifoni, 2008).

Com base na estrutura primaria do protdmero proteico, as pentraxinas estao

divididas em dois grupos: pentraxinas curtas e longas (Bottazzi et al., 2010).

As pentraxinas curtas tém aproximadamente 25 kDa e compartilham uma
organizacao estrutural comum de cinco a dez subunidades arranjadas numa simetria
pentamérica radial. Isolada em 1930, a proteina C reativa (CRP), primeira PRM
purificada e prototipo das pentraxinas curtas, é conhecida por se ligar de maneira
calcio-dependente ao polissacarideo-C de Streptococcus pneumoniae (Francis e Tillett,
1930). Posteriormente, a proteina soro amiloide P (SAP) humana foi identificada como
uma proteina relacionada a CRP. Ambas sdo as principais proteinas de fase aguda em
humanos e camundongos, respectivamente, sendo produzidas no figado em resposta
a citocinas inflamatdrias como as interleucinas 6 (IL6) e 1 (IL1B) (Pepys e Hirschfield,
2003; Inforzato, Reading, et al., 2012).

As pentraxinas curtas sao componentes importantes na imunidade inata
humoral, onde atuam no reconhecimento de diversos ligantes, na maior parte das
vezes de maneira calcio-dependente, ativando e regulando as trés vias do
complemento (i.e. classica, lectina, e alternativa) através da interacdo com Ciq
(Roumenina et al., 2006), ficolinas (Ng et al., 2007; Tanio, Wakamatsu e Kohno, 2009)
e o fator H (Mihlan et al., 2009; Okemefuna et al., 2010). Essa ativacao mediada pelas

pentraxinas curtas favorece também a remogdo de residuos apoptdticos com
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potenciais implicacbes na prevencao de doencas autoimunes (Inforzato, Reading, et
al., 2012).

A Pentraxina 3 (PTX3) é o protétipo das pentraxinas longas e foi identificada
na década de 90 como uma molécula cuja sintese é estimulada por TNFA (fator de
necrose tumoral alfa ) (Lee et a/., 1990; Lee, Lee e Vilcek, 1993) e IL1B (Breviario et
al.,, 1992). Posteriormente a PTX3, outras moléculas com caracteristicas semelhantes
(uma porcdo carboxi-terminal relacionada a CRP e SAP e uma porcao N- terminal
inédita) foram identificadas e passaram a fazer parte do grupo das pentraxinas longas:
apexina, PTX4, as pentraxinas neurais Pentraxina 1 (NP1 ou NPTX1) e 2 (NP2 ou
NPTX2) e o NPR (neuronal pentraxin receptor) (Gewurz, Zhang e Lint, 1995; Garlanda
et al., 2005) (Figura 2).

Assinatura das
pentraxinas

\
Pentraxinas | hSAP [ I T

curtas hCRP

hPTXE e S R
hPTX4 | I I

Pentraxinas
ongas | hNP1 [
hNP2 | I
hNPR
- AN _/

Dominio Dominio
N-TERMINAL PENTRAXINA

Figura 2. Estrutura proteica das pentraxinas

As pentraxinas curtas CRP e SAP foram as primeiras a serem descritas e apresentam 224 e
126 aminoacidos, respectivamente. As pentraxinas longas compartilham um dominio carboxi-
terminal comum (dominio pentraxina) no qual uma sequéncia de 8 aa conservados
(HXCxS/TWHxS, onde x é qualquer aa) denominado “assinatura das pentraxinas” esta presente
e uma porcao N-terminal inédita. TM — transmembrana. (Modificado de Garlanda et a/., 2005).
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1.2 A Pentraxina 3 (PTX3)

O gene PTX3 humano esta localizado na banda g22-28 do cromossomo 3
(Breviario et al, 1992). Esta organizado em trés éxons, onde os dois primeiros
codificam, respectivamente, o peptideo sinal e o dominio amino (N-) terminal (amino
acidos 18-179) (Bottazzi et al., 1997). O terceiro éxon, que corresponde ao segundo
éxon das pentraxinas curtas, codifica para a porcao carboxi (C-) terminal da molécula
(Figura 3).

A regiao promotora do gene de PTX3 é responsiva a TNFA e IL1B, mas
diferentemente das pentraxinas curtas, ndao a IL6 (Presta et al, 2007). Contém
diversos elementos de ligacao de enhancer (intensificador), que regulam finamente o
a producao de PTX3 nas células. Os ativadores mais relevantes da regido promotora
de PTX3 sao AP1 (proteina ativadora 1), AP2, SP1 (proteina de especificidade), NFkB
(fator nuclear kappa B) e GAS (sitio de ativacao de interferon gama) (figura 3) (Balhara
et al., 2013). O sitio de ligagdo de NFkB é essencial para a resposta transcricional a
citocinas pro-inflamatdrias (i.e TNFA e IL1B), enquanto que AP1 controla a transcricao
basal de PTX3 (Garlanda et a/., 2005; Inforzato, Bottazzi, et a/., 2012).

O gene PTX3 é estimulado rapidamente em uma série de tipos celulares por
uma variedade de estimulos, além das citocinas IL1B e TNFA, agonistas de receptores
do tipo Toll (TLR), motivos microbianos (LPS, OmpA, lipoarabinomananas) ou mesmo

microrganismos intactos (Bottazzi et a/., 2010) ativam a transcricao do gene.

Em resposta ao estimulo, PTX3 é secretada principalmente por células
dendriticas, que sdao a maior fonte da proteina. PTX3 também é expressa por
mondcitos, macrofagos, células endoteliais, fibroblastos, células do musculo liso, rim,
células epiteliais, células sinoviais, condrdcitos, adipdcitos, células do epitélio alveolar,
células granulosas e células da glia (revisado por Garlanda et a/., 2005; Bottazzi et al.,
2010). A proteina, entretanto, é expressa constitutivamente no coracao por
cardiomidcitos humanos (Peri et a/., 2000) e por células endoteliais linfaticas tanto em
humanos quanto em murinos (Wick et al., 2007; revisado por Moalli, Jaillon, et al.,
2011). Em neutrdfilos maduros, PTX3 é armazenada em granulos ndo azurofilicos,

lactoferrina e lactoferrina/gelatinase positivos os quais servem de reservatorio para a
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rapida liberacao de PTX3 em resposta a estimulos pro-inflamatérios (Jaillon et al.,
2007; Inforzato, Bottazzi, et al., 2012).
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Figura 3. Estrutura do gene PTX3 em humanos e camundongos.
O gene PTX3 é composto por uma regido promotora e por trés éxons: o primeiro éxon codifica
o peptideo sinal (17 aa), enquanto o segundo e o terceiro éxons codificam os dominios N- e
C- terminal da proteina (381 aa), respectivamente. A regido promotora contém multiplos sitios
de ligagao a fatores de transcricao (modificado de Balhara et al., 2013).

A sequéncia primaria de PTX3 é altamente conservada filogeneticamente entre
diferentes espécies de animais vertebrados e invertebrados. Entre humanos e murinos,
92% dos residuos de aminoacidos sdo conservados, sendo 82% destes idénticos
(Introna et al., 1996; Garlanda et al., 2005) o que sugere haver forte pressao evolutiva

para a manutencao da relagdo estrutura/funcao da molécula (Mantovani et a/., 2013).

Essa homologia proteica permite extrapolar dados obtidos com estudos da
sequéncia murina em humanos. Entretanto, cabe ressaltar que a sequéncia do
promotor do gene humano contém menos elementos transcricionais que a contraparte
murina (Balhara et al., 2013).
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Com relacao aos aspectos evolutivos da estrutura proteica, as porgoes N- e C-
terminal evoluiram independentemente, justificando o porqué do dominio C-terminal
ser amplamente conservado, enquanto o dominio N-terminal nao é (Balhara et al,,
2013).

A proteina PTX3 madura tem aproximadamente 40 kDa, apresentando um
Unico sitio de glicosilacdo ligado ao N presente no residuo Asn220 (figura 4), o qual
aumenta o peso molecular para 45 kDa (Garlanda et a/., 2005) e é equivalente a 10%
do peso molecular total. Esse padrao unico de glicosilacdo esta associado a diferentes
tipos de células inflamatdrias e/ou estimulos inflamatdrios que induzem a producao de
PTX3 (Inforzato et al., 2006). Essa glicosilacdao permite que PTX3 amplie sua interacao
com outras moléculas, como o virus Influenza, selectina P e componentes do

complemento.
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Figura 4. Detalhes da estrutura proteica de PTX3.

A PTX3 foi a primeira pentraxina longa descrita e é considerada o protétipo desta subfamilia.
Em destaque, os residuos de cisteina que participam na oligomerizagao proteica de PTX3 e no
dominio pentraxina (aa 179-380), a assinatura da familia nos residuos 269-276 e o sitio de
glicosilagao ligado ao N (Asn220).

O nome pentraxina é baseado na estrutura pentagonal das proteinas da
familia, que consistem de cinco subunidades. Devido a similaridade da porgdo carboxi
da estrutura de PTX3 com CRP e SAP, foi inicialmente atribuido a PTX3 uma estrutura
quaternaria similar a observada nas pentraxinas curtas, consistindo de cinco
subunidades idénticas de 23 kDa unidas por interacoes ndo-covalentes. Posteriormente
foi verificado que os residuos de aminoacido na estrutura do protdmero que sao
necessarios para a formacao estrutural pentamérica em CRP, ndo estao presentes na

PTX3 (Introna et al., 1996). Predicdes da estrutura secundaria da por¢cdao N-terminal
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de PTX3 indicam que a proteina tende a formar quatro hélices-q, trés das quais estao
provavelmente envolvidas na formagao de estruturas coiled-coils (bobinas enroladas)
(Presta et al, 2007) enquanto o dominio pentraxina localizado na porcao C- da
molécula adota uma topologia em forma de barril com folhas B antiparalelas (jelly roll
B (Inforzato et al., 2006) (figura 5). Desta forma, foi proposto por Inforzato e
colaboradores que a estrutura de PTX3 é um octdmero assimétrico como ilustrado na

figura 5.

J

C47

Figura 5. Modelo proposto para a disposicao das subunidades dos protomeros de
PTX3.

Organizacdo das ligacOes dissulfeto no octdmero de PTX3 onde a Cys103 estabiliza os
protdbmeros em tetrameros (direita) ou em dimeros (esquerda), formando uma mistura de
tetrameros (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
€ provavelmente globular seguido de trés hélices a, cujos tamanhos em comprimento sdo
estimados em 29, 39 e 39 A. Inforzato, 2010.

A porcao N-terminal de PTX3 é a principal estrutura determinante para a
multimerizacao proteica em um octamero ligado por ligacoes dissulfeto de forma que
esse dominio medeia a associacdo dos protdbmeros de PTX3 em um tetramero
covalente e um ndo-covalente (dimero de dimeros). Esse estado oligomerizado e o
formato assimétrico de PTX3 a caracteriza Unica entre as pentraxinas (Inforzato et al.,

2010) com fungdes atreladas, especificamente, a este dominio N-terminal inédito, o

16



qual estd envolvido, por exemplo, na ligacdao da proteina a uma diversa gama de
moléculas, dentre elas os fatores de crescimento de fibroblastos (Rusnati et a/., 2004;
Inforzato et al., 2010; Leali et a/., 2011; Ronca, Alessi, et a/., 2013). Além disso, PTX3
nao apresenta na sua estrutura, residuos de aminoacidos de ligacdo a calcio presentes
em CRP e SAP, o que explica algumas propriedades de ligacao dessa proteina (por
exemplo, PTX3 se liga a C1g de modo calcio independente, diferentemente das

pentraxinas curtas) (Goodman et al., 1996).

1.3 PTX3: ligantes e funcoes

Pentraxina 3 € uma PRM com fungBes ndo-redundantes em varias condigdes
fisiopatoldgicas (Mantovani, Garlanda e Bottazzi, 2003). Como descrito acima, PTX3
compartilha com as pentraxinas curtas o dominio das pentraxinas na porgao C-terminal
e possui uma porcao N-terminal inédita. Essas caracteristicas estruturais sugerem que
PTX3 possa tanto possuir propriedades de reconhecimento de ligantes semelhantes
aos de CRP e SAP, quanto possuir outras atividades bioldgicas, distintas das

pentraxinas curtas (Presta et al/., 2007).

O primeiro ligante identificado e melhor caracterizado para PTX3 é o
componente do complemento Clq (Bottazzi et al, 1997). Essa ligacdo resulta na
ativacdo da cascata da via classica medida, em condigdes experimentais onde PTX3
esta ancorada ao substrato, pela deposicdo de C3 e C4. Por outro lado, PTX3 soluvel
causa uma inibicdo de maneira dose-dependente da atividade hemolitica de Ciq
(Nauta et al, 2003), indicando que PTX3 pode exercer dupla funcdo e efeitos
contrastantes na ativagao do complemento: 1) facilita a depuragao de materiais que
se ligam a PTX3 (como os microrganismos) e 2) protege contra ativacao do

complemento nao desejada na fase fluida. (Inforzato, Bottazzi, et a/., 2012).

Além dos papéis desempenhados na ativacdo do complemento, os niveis
plasmaticos de PTX3 aumentam rapidamente em diferentes contextos fisiopatoldgicos
(Inforzato, Reading, et al, 2012). Expressao aumentada de PTX3 confere a
camundongos transgénicos maior resisténcia a toxicidade do LPS e a infecgdo causada

pelo procedimento de ligadura e perfuracao do ceco em comparagao aos camundongos
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do tipo selvagem (Dias et a/., 2001). Deficiéncia de PTX3 esta associada a maior dano
tecidual decorrente da isquemia e reperfusao cardiaca (Salio et a/., 2008) e em modelo
de pleurisia experimental, a maiores danos nos rins e pulmdes dos camundongos
nocaute para Ptx3 do que nos do tipo selvagem (Deban et a/., 2010; Han et al., 2012).
Por outro lado, Ptx3 mostrou-se deletéria em modelos de isquemia e reperfusao da
artéria mesentérica superior, aumentando mortalidade e danos teciduais (Souza et a/.,
2009) além de acelerar injuria pulmonar em modelo experimental murino de ventilacao
mecanica (Real et al,, 2012). Estes dados indicam que PTX3 tem impacto critico como
regulador fino da inflamacdo, com efeitos danosos e benéficos, dependendo da

natureza e intensidade da injuria (Soares et a/., 2006; Inforzato, Reading, et al., 2012).

PTX3 especificamente se liga a alguns microrganismos, incluindo os fungos
Paracoccidioides brasiliensis (Diniz et al., 2004) e Aspergillus fumigatus (Garlanda et
al., 2002; Gaziano et al., 2004). Interage também com as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (Moalli, Paroni, et al., 2011) e Streptococcus pneumoniae (Huttunen et al.,
2011), além de virus como o citomegalovirus humano e murino (HCMV e MCMV)
(Bozza et al., 2006) e o virus influenza H3N2 (Reading et al., 2008) de forma a ampliar
a resposta inflamatdria a estas infeccdes (revisado por Inforzato, Bottazzi, et al.,
2012).

No contexto da biologia vascular, PTX3 interage seletivamente com os fatores
de crescimento de fibroblasto tipo 2 (Rusnati et a/., 2004) e tipo 8 (Leali et a/., 2011)

inibindo as agdes bioldgicas mediadas por esses fatores.

1.4 Fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs)

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) constituem uma familia de
proteinas ligadas a heparina presentes em todos os animais, de Caenorhabditis elegans
aos mamiferos. Nestes Ultimos, existem 23 membros estruturalmente relacionados,
sendo estes 18 ligantes (FGF1-FGF10 e FGF16-FGF23) agrupados em seis subfamilias
baseados em diferencas na homologia e filogenia de suas sequéncias (Harmer et al.,
2004; Beenken e Mohammadi, 2009).
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Os FGFs sao fatores paracrinos que, apos a liberacao pelas células induzem
sinais em células vizinhas ou distantes de forma a modular uma vasta gama de efeitos
bioldgicos (Harmer et al., 2004). Varios trabalhos mostram o papel do sistema FGF-
FGFR na sobrevivéncia (Presta et al., 2005), proliferacao (Turner e Grose, 2010) e
diferenciacao celulares (Beenken e Mohammadi, 2009), bem como na migracao e
alteracao da captacao de metabdlitos (Harmer et a/., 2004). Os FGFs tém papel na
modelacao tecidual, interagdes célula-célula e na organogénese que ocorre durante a

embriogénese.

A sinalizacdo mediada por esses fatores evoluiu para se tornar um sistema
altamente complexo, refletindo a amplitude de funcgdes fisioldgicas relacionadas aos
FGFs (Turner e Grose, 2010).

Os FGFs sao glicoproteinas que, apos serem secretadas, ficam presas na matriz
extracelular da qual sdo liberadas pela acdo de heparinases, proteases ou proteinas
de ligagao especificas a FGF (FGFBP). As FGFBPs ligam o FGF a proteoglicanos (HSPG)
presentes na superficie celular que estabilizam a interacao do ligante FGF com os

receptores especificos (FGFR) (Ori, Wilkinson e Fernig, 2008).

Os FGFs exercem suas fungOes através da interagdo com quatro receptores
altamente conservados do tipo tirosina quinase (RTK) (FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4)
que medeiam a ativacdao de mdltiplas vias de transducdo de sinal. Um quinto receptor,
FGFR5, foi descrito, mas por nao possuir dominio TK esta relacionado a regulagao

negativa do sistema de sinalizagao (Wiedemann e Trueb, 2000).

Os FGFRs possuem trés dominios extracelulares do tipo imunoglobulina (Ig I,
I e III) (Burke et al., 1998). O sitio preferencial de ligacao ao FGF esta no dominio 2
(Ig II) e o dominio Ig III esta relacionado a especificidade. Formas alternativas na Ig
ITI reforgam a especificidade de ligacao (figura 6). A ligacao do complexo FGF-HSPG
ao receptor forma um complexo ternario, que promove a transfosforilacao do dominio
tirosina quinase na porcao citoplasmatica do receptor, recrutando diversas proteinas
adaptadoras que ativam diferentes fatores de transcricao (Harmer et al, 2004;
Beenken e Mohammadi, 2009).
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A via de sinalizacao mais predominantemente ativada pela via FGFR durante
o desenvolvimento embrionario é a MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos),
que tem efeito principalmente na proliferagao celular promovendo entrada na fase S
do ciclo celular (Turner e Grose, 2010; revisado por Goetz e Mohammadi, 2013). Em
outros contextos, a sinalizacao por MAPK também induz a parada do ciclo celular e
diferenciacao (Maher, 1999; Raucci et al, 2004). Diversas outras vias também sdo

ativadas pelo sistema FGF/FGFR, estando as principais destacadas na figura 7.

Dentre os membros da familia FGF, o fator de crescimento de fibroblasto tipo
2 (FGF2) é o fator pré-angiogénico prototipo e melhor caracterizado. FGF2 exdgeno
estimula migracgao, proliferagao, quimiotaxia e producao de proteases em culturas de
células endoteliais /n vitro (Ware e Simons, 1997; Leali et a/., 2010). In vivo, FGF2
apresenta atividade angiogénica em diferentes modelos experimentais (Folkman e
Klagsbrun, 1987). Tem atividade anti-apoptdtica, estimula mitogénese em células do
musculo liso e em fibroblastos (Beenken e Mohammadi, 2009) e modula
neovascularizacao durante regeneracao tecidual, inflamacdao, aterosclerose e

crescimento tumoral (Yamashita et al., 2002; Presta et a/., 2005).

O FGF tipo 8 (FGF8) foi originalmente clonado de linhagens celulares de
carcinoma mamario murino dependente de andrégenos (Tanaka et al, 1992).
Desempenha papéis autdcrinos e paracrinos ndo-redundantes no crescimento de
células epiteliais e do estroma e em tumores regulados por hormonios esteroides (Song
et al.,, 2000; Mattila e Harkonen, 2007). A isoforma b (FGF8b) é a que apresenta o
maior potencial oncogénico em epitélios prostaticos e mamarios (Song et al., 2000).
Seus niveis de expressao sdao maiores durante o desenvolvimento embrionario,
enguanto que em tecidos adultos normais, sua expressao & muito restrita (Mattila e
Harkonen, 2007).
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Figura 6. Estrutura do FGFR e especificidade do ligante.

A) estrutura basica do complexo FGF-FGFR compreende duas moléculas do receptor, dois
FGFs e uma cadeia de proteoglicanos (HSPG). A via de sinalizagcao de FGF compreende 4
receptores transmembranas conservados e 18 FGF ligantes. FGF se liga com baixa afinidade a
receptores HSPG (roxo) da superficie celular e com alta afinidade a FGFRs especificos. O FGFR
consiste de trés dominios extracelulares do tipo imunoglobulina (Ig), uma hélice
transmembranas simples e um dominio intracelular do tipo tirosina quinase (TK). O segundo
e o terceiro dominios Ig formam o grampo de ligacdo ao ligante e tem dominios distintos que
se ligam tanto aos FGFs quanto aos HSPG. B) a especificidade ao ligante é gerada por
processamento alternativo do dominio Ig III. A primeira metade do Ig III é codificada por um
éxon invariante (IIla) que é cortado tanto para IIlb ou Illc. Tecidos -epiteliais
predominantemente expressam a isoforma IIIb e tecidos mesenquimais expressam IIIc. C)
exemplos da extensao da especificidade de ligantes da isoforma FGFR2. TM: regiao
transmembrana. Modificado de Turner, 2010.
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Figura 7. Sinalizacao mediada pelo sistema FGF-FGFR

A ligacao de FGF ao FGFR induz dimerizagao do receptor promovendo uma transfosforilagao
da porcao quinase do receptor. O FGFR ativado, ativa outros substratos intracelulares por
fosforilagao, ativando diferentes vias de sinalizacao e gerando diversas respostas celulares. Os
principais substratos da quinase de FGFR sao FRS2A (FGFR substrate 2 a) e a PLCY1. FRS2A
ativado se liga a proteina adaptadora GRB2 que recruta A) SOS ou B) GAB1 (GRB2-associated
binding protein 1). SOS ativa RAS (GTPase) que inicia ativagao da cascata da MAPK. MAPK
ativada se transloca do citoplasma para o nicleo onde fosforila fatores de transcricao, como
FOS para induzir transcricdo de genes especificos. O resultado dessa via é primariamente
proliferagao celular, mas também promove diferenciacdo e migracao celular. GAB1 ativa
quinase AKT. A ativacdao da quinase AKT inativa efetores pré-apoptéticos como BAD (BCL-2
antagonist of cell death) e os fatores de transcricao FOXO (forkhead box class O), desta forma
promovendo sobrevivéncia celular. C) Recrutamento e fosforilagdo de PLCY1 inicia vias de
sinalizagOes que participam na migragao e diferenciacao celular, podendo influenciar nas vias
MAPK e AKT. A via por PLCY1 induz ativacdao de NFAT (nuclear factor of activated T cells) que
estimula a expressao de genes associados a motilidade celular (modificado de Goetz e
Mohammadi, 2013)

Expressao alterada dos FGF em canceres é reportada na literatura como fator
importante para o desenvolvimento neoplasico (Presta et al., 2005). Nesse sentido, a
identificacdo e caracterizacdo de moléculas que apresentem propriedades inibidoras

do sistema FGF-FGFR através do sequestro de FGF2 e FGF8, é visto como uma
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importante abordagem terapéutica para o controle de doencas dependentes de
angiogénese como aterosclerose (Rolph et al., 2002), artrite reumatoide (Wang et al.,
2012), psoriase (Bhushan et al,, 1999), degeneracao macular (Noma et a/., 2013) e
cancer (Ribatti, 2008; Alessi et al., 2009) (Leali et a/, 2011). A molécula PTX3 é
descrita como um forte antagonista natural desse sistema, possuindo dois sitios de

ligacao a esses fatores (Inforzato et al., 2010).

1.5 PTX3 e interacao com FGF2 e FGF8

A atividade bioldgica de PTX3 esta relacionada a sua capacidade de interagir

com diferentes ligantes (Ortega-Hernandez et a/., 2009; Leali et al., 2010).

PTX3 se liga a FGF2 com alta afinidade e alta especificidade, inibindo
proliferacao dependente de FGF2 em células endoteliais /in vitro e angiogénese in vivo
(Rusnati et al., 2004) (figura 8), como também inibe ativacao celular dependente de
FGF2 em células do musculo liso, blogqueando os estimulos paracrinos e autdcrinos
desse fator nas células (Camozzi et al., 2005). A estrutura octamérica da molécula de
PTX3 comporta dois sitios de ligacdo com FGF2, onde as superficies de interacao estao
localizadas nos tetrameros formados pelo dominio N-terminal (figura 5) (Inforzato et
al., 2010). Desta forma, a porcdo N-terminal é a estrutura determinante para o

bloqueio da sinalizacdo do FGFR mediado pelo FGF2.

De forma similar ao demonstrado com FGF2, PTX3 interage com a isoforma b
de FGF8 (FGF8Db) inibindo a angiogénese e crescimento celular dependentes de FGF8b
em tumores regulados por hormonios esteroides (Leali et al., 2011). Leali et al., (2011)
e Ronca et al.,, (2013), mostraram que PTX3 apresenta potencial de inibicao de
proliferacao e migragao celular em linhagens tumorais Shionogi 155 (S155) derivadas
carcinoma mamario murino (Leali et a/.,, 2011; Ronca, Alessi, et al., 2013) e em células

tumorais de prdstata humano LNCaP (Ronca, Alessi, et al., 2013).
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Angiogénese Inibicao da
angiogénese

Figura 8. Efeito de PTX3 na formacdao do complexo ternario HSPG/FGF2/FGFR.

A) FGF2 ativa uma resposta angiogénica em células endoteliais através da interagao de alta
afinidade com receptores do tipo tirosina quinase (TK) e com baixa afinidade a receptores
HSPG, formando um complexo ternario. B) PTX3 se liga a duas moléculas de FGF2 através do
sitio de interagao de FGF2 ao seu receptor, desta forma, PTX3 previne a formacao do complexo
HSPG/FGF2/FGFR, prejudicando a atividade angiogénica desse fator de crescimento. MP:
membrana plasmatica (Modificado de Alessi et al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

A Pentraxina 3 é uma glicoproteina de fase aguda pleiotrépica com fungoes
bioldgicas na fertilidade, na imunidade inata, na remodelacao de tecidos, patogénese
de doencas como aspergilose pulmonar (Garlanda et a/., 2002) e fibrose cistica (Moalli,
Paroni, et al.,, 2011). Recentemente, foi identificada como sendo uma molécula capaz
de se ligar especificamente aos FGFs inibindo as atividades bioldgicas promovidas por
estes fatores. (Inforzato et al., 2013) (Dias et al., 2001), (Alessi et al., 2009) O sistema
FGF-FGFR desempenha papéis importantes em inUimeros processos tais como
migragao, diferenciacdo, sobrevivéncia e proliferacdo celulares, sendo um relevante

agente pro-angiogénico (Turner e Grose, 2010).

A angiogénese, crescimento de novos capilares a partir de vasos pré-
existentes, contribui para o desenvolvimento e progressao de uma variedade de
condicdes fisioldgicas e patoldgicas. Da mesma forma que tem um papel benéfico
limitando o dano em tecidos isquémicos, por outro lado tem sido mostrado que o grau
de angiogénese pode ser um fator extremamente negativo no progndstico de
neoplasias (Buolamwini, 1999; Van Hinsbergh, Collen e Koolwijk, 1999) e outras
doencas tais como a artrite reumatoide (Colville-Nash e Scott, 1992; Luchetti et al.,
2000), retinopatia diabética (Yoshida et al., 1999), psoriase (Nielsen et al., 2002),
inflamacao cronica e aterosclerose (Paper, 1998), nas quais a neovascularizagdo dos
tecidos afetados é um agente facilitador da injuria tecidual (Ziche, Donnini e Morbidelli,
2004).

No que se refere ao cancer, a formacao de novos canais vasculares favorece
a proliferacdo das células tumorais, invasao local e metastase hematogénica (Alessi et
al., 2009). Embora alguns agentes promissores tenham sido identificados como o VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) e seus receptores, muitos pacientes desenvolvem
resisténcia a essa abordagem. Um dos mecanismos propostos para o escape do tumor
da terapia anti-VEGF é a regulacdo positiva de fatores de crescimento da familia FGF
(Fibroblast Growth Factor) (Alessi et al., 2009).

Dados da literatura de fato mostram a expressao alterada de FGFs em

diferentes tipos de tumores incluindo prostata, astrocitoma, mama, bexiga e cancer
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de cdlon e sugerem que a sinalizagao aberrante via FGFs pode favorecer o crescimento
dos tumores por aumentar a proliferacao e resisténcia das células a apoptose;
aumentar a motilidade e capacidade de invasao bem como resisténcia a quimioterapia
(Rusnati et al., 2004; Leali et al., 2009).

A possibilidade de modular a angiogénese alterando o equilibrio entre o
balanco pro e anti-antiangiogénico tem, portanto, grande potencial terapéutico. Neste
sentido, sao relevantes as pesquisas buscando a identificacao e caracterizacao de

moléculas com estas atividades, seus ligantes e vias de sinalizagdo celular.

O objetivo deste estudo € caracterizar a expressao de PTX3 em diferentes tipos
de células tumorais humanas e avaliar o seu efeito sobre a proliferagao celular, e perfil
de expressao de genes relacionados a resposta inflamatdria e angiogénese. Os nossos
resultados contribuirdo ndo sé para a caracterizagao funcional de PTX3 e dos FGFs e
seus receptores na modulacdao da angiogénese em diferentes tipos de tumores
responsivos ou nao a hormonios esteroides como também na avaliacao do potencial

terapéutico de PTX3 como agente anti-angiogénico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o padrdo de expressao e a acao bioldgica da pentraxina 3 sobre

células tumorais humanas.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.2.4

Caracterizar o padrao de expressao basal de PTX3, FGF2, FGF8, FGFRs
1, 2, 3 e 4 em linhagens humanas derivadas de sarcoma (HT 1080,
SAQS 2), célon (HCT 116, CACO 2 e SW 480) e melanoma (SK-MEL
37 e SK-MEL 188);

Avaliar as alteragoes das linhagens HT 1080, SAOS 2, HCT 116, CACO
2, SW 480, SK-MEL 37 e SK-MEL 188 em resposta ao tratamento com
a pentraxina 3 recombinante humana mensurando modificagdes na
taxa de crescimento celular;

Analisar possiveis alteragdes no citoesqueleto das linhagens HT 1080,
SAOS 2, HCT 116, CACO 2, SW 480, SK-MEL 37 e SK-MEL 188
promovidas pelo tratamento das mesmas com a pentraxina 3
recombinante humana;

Analisar o perfil de expressao de genes com atividade pro-angiogénica
(FGF2 e 8, FGFRs 1-4, FGFBP e VEGF), e pro-inflamatdria (TNFA, IL1B,
PTX3, IL8) nas linhagens celulares em cultura em resposta ao

tratamento com a pentraxina 3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Proteina PTX3 recombinante humana

A proteina pentraxina 3 recombinante humana (rhPTX3) foi gentilmente cedida
pela equipe do laboratério de Imunopatologia Experimental do Istituto Humanitas
(Italia), coordenado pela pesquisadora Cecilia Garlanda. A proteina foi produzida em
células CHO (chinese hamster ovary) e foi purificada por imunoafinidade em condicoes
livres de endotoxinas. A pureza de PTX3 foi certificada por SDS-PAGE e a contaminagao
por LPS (< 124 pg LPS / mg de proteina) foi avaliada pelo ensaio LAL (Limulus
Amebocyte Lysate) e testada pela auséncia de estimulacdao de IL6 em mondcitos
(Garlanda et al., 2002).

4.2 Linhagens celulares

As linhagens tumorais HT 1080, SAQS 2, SW 480 e CACO 2 empregadas nesse
estudo foram adquiridas da ATCC (American Type Culture Colection) e as demais, SK-
MEL 37 e SK-MEL 188 sao provenientes do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center.
As linhagens estdo mantidas criopreservadas no banco de células do Laboratdrio de
Genética Experimental do Departamento de Biologia Geral do ICB/UFMG.

As linhagens sdo do tipo aderente e as caracteristicas quanto ao caridtipo,
meio de cultura especifico, passagem e data de congelamento estdo especificados na
tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas das linhagens de células tumorais humanas utilizadas.

Célula Passagem Caracteristica Cariétipo Tumorigénico Mel,o.
especifico
46 cromossomos -
sa Fibrosarcoma variando de 44-48
HT 1080 Aderente Presenca de pseudoploidia Sim DMEM
Ocorréncia da perda do
cromossomo 11
N3o Hipotriploide com média
SAOS 2 informade OSteosarcoma - de 56 cromossomos N&o McCoy 5A
Aderente Auséncia do cromossomo
Y
62% das células
Carci apresentam 45
arcinoma Cromossomos
3a colorretal .
HCT 116 6,8% apresentam Sim McCoy 5A
Aderente o
poliploidia
50% apresentam auséncia
do cromossomo Y
Carcinoma Hipotriploide com
28 colorretal presenca de 11-12
SW 480 Doenca de Sim DMEM
: cromossomos marcadores
Duke tipo B comuns
Aderente
Quantidade modal de
Carcinoma cromossomos € 96, com
28 colorretal poliploidia em 3,2% .
CACO 2 Aderente destes Sim DMEM
10 marcadores comuns
sao conhecidos
3a Melanoma
SK-MEL 37 maligno Nao especificado Sim DMEM
Aderente
9a Melanoma
SK-MEL 188 maligno Nao especificado Sim DMEM
Aderente
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4.3 Expansao e criopreservacao das linhagens tumorais
humanas

No procedimento de descongelamento das linhagens de células tumorais
humanas (tabela 1), a ampola contendo as células foi rapidamente descongelada em
banho-maria a 37 °C e as células foram gotejadas em 6 ml de meio especifico (Gibco
e Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) testado quanto a
contaminacdo por micoplasmas, virus e endotoxinas (Gibco), 2 mM de L-glutamina
(Sigma), 100 U/ml de penicilina e 10 pg/ml de estreptomicina (Sigma) pré-aquecido a
37 °C em garrafas de cultura com 25 cm2 de superficie de crescimento (T25) (TPP). A
garrafa foi incubada em estufa a 37 °C com saturagao de 5% de CO.. Apos 24 horas
de incubagdo, o meio de cultura foi substituido para remocao das células nao aderidas

e dos residuos do crioprotetor DMSO (dimetil-sulfoxido; Sigma).

Quando a monocamada celular atingia uma densidade aproximada de 70 a
80%, as células eram desprendidas com tripsina 0,25% - EDTA 0,53 mM (Gibco) por
aproximadamente 1 minuto. Uma aliquota da suspensdo celular era utilizada para
contagem e avaliacdo da viabilidade celular. A contagem era feita com o auxilio de
uma camara de Neubauer e a viabilidade avaliada usando o corante vital Azul de Tripan
0,5% (Sigma). As células eram repicadas em novas garrafas de cultura com 75 cmz2
(T75) ou 150 cm2 (T150) de area de crescimento numa proporgao de 1:2 ou 1:3. Essa
expansao se fez necessaria para a obtencdo de quantidade de célula suficiente para o
congelamento de, no minimo, 10 ampolas contendo de 1,6 a 2,1 milhdes de células
por ampola. Esta estratégia foi adotada para que durante todo o projeto de pesquisa,

0s ensaios pudessem ser realizados utilizando células na mesma passagem.

Atingida a quantidade necessaria de células, as mesmas foram criopreservadas
em meio especifico suplementado com 50% de FBS e 10% de DMSO e incubadas em
freezer -80 °C por 24 a 72 horas sendo, em seguida, estocadas em nitrogénio liquido
para armazenamento em longo prazo e apds uma semana, uma ampola era

descongelada para a certificacdao da eficiéncia do procedimento de criopreservagao.

Durante o descongelamento, as células eram gotejadas num tubo de fundo

cbnico de 15 ml esterilizado contendo 5 ml de meio especifico com 10% de FBS a 37

30



°C. O tubo foi centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado
para a remogao completa do DMSO. O precipitado celular foi ressuspendido em 3 ml
de meio 10% FBS e colocado em placas de petri com 78 cm2 de area tratada para
cultura de células (Costar) contendo 12 ml de meio 10% FBS. As placas eram

incubadas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO..

4.4 Curva de crescimento das linhagens tumorais

A construcao da curva de crescimento consistiu em analisar o progresso da
densidade da monocamada celular em relacdo ao tempo. Essa analise permitiu obter
dados estimados do tempo de dobramento das linhagens celulares para uso nos

experimentos de proliferacao celular e imunofluorescéncia.

Todas as linhagens foram plaqueadas em meio de cultura especifico para cada
uma delas em placas de 24 pocos estéreis nas quantidades de 1 x 10%, 2 x 104, 4 x
10* e 8 x 10* de células viaveis na presenca de 10% de soro fetal bovino (FBS) (ensaio
na presencga de soro) e na presenga de 0,5% de FBS por 24 horas sendo em seguida

suplementadas com 10% de FBS (ensaio com privacao de soro).

A curva foi construida com base na estimativa da confluéncia da monocamada
celular observada por microscopia 6tica de contrate de fase nos tempos 3, 6, 22, 28 e
48 horas, cultivadas em meio contendo 10% de FBS, 1% de antibidticos (penicilina e
estreptomicina) e 1% de glutamina. Alternativamente, quando indicado, as células
foram privadas de soro (0,5% FBS) e monitoradas por 2, 6 e 22h e apds este tempo,
receberam meio suplementado com 10% FBS, antibioticos e glutamina sendo

monitoradas nos tempos de 6 e 24h.

4.5 Proliferacao celular

A avaliacao da proliferacao celular em resposta ao tratamento com PTX3

recombinante humana foi realizada pelo método MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
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difeniltetrazdlio] (Sigma) e por contagem das células em camara de Neubauer apos

coloracao com o corante vital Azul de Tripan 0,5% (Sigma).

4.5.1 Ensaio MTT

O ensaio de MTT é baseado na capacidade das desidrogenases mitocondriais
em clivarem os anéis tetrazolium do corante MTT através de enzimas oxidoredutases
dependentes de NAD(P)-H, resultando na formacao de cristais azuis. Estes cristais
formazan sdo impermeaveis a membrana plasmatica e, desta forma, se acumulam no
interior de células viaveis (figura 9). A adicao de solvente (SDS + HCI) solubiliza as
células, resultando na liberacdo dos cristais e, consequentemente, na coloracao azul.
O numero de células viaveis é diretamente proporcional aos niveis de cristais azuis
formados, sendo que a coloragao pode ser medida por espectrofotometria (Mosmann,
1983; Tada et al., 1986).

Para o ensaio de proliferacdo, as células foram descongeladas e expandidas
conforme descrito no tdpico 4.3 seguindo um esquema de plagueamento ilustrado na

figura 10.

As células foram plagueadas em meio contendo 10% de FBS, 1% de
antibioticos e L-glutamina e incubadas em estufa a 37 °C. Apos 5 horas de incubacao,
o meio foi removido e a cultura lavada gentilmente com PBS 1X aquecido a 37 °C para
remocao das células ndo aderidas. Foi entdao acrescentado meio suplementado com
0,5% de FBS, antibioticos e glutamina e a cultura foi incubada por 16 horas. Apds as
16 horas de privacao, uma placa (caracterizada como tempo 0h) foi submetida ao
ensaio com MTT e Azul de Tripan. Nas trés demais placas, o meio foi descartado, os
pocos lavados duas vezes com PBS 1X 37 °C e, em seguida, foram adicionados 250 pl
de meio contendo 0,5 % ou 2% FBS, antibiéticos e PTX3 (10 pg/ml), como

esquematizado na figura 10.
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Figura 9. Aspecto da cultura de células HT 1080 tratadas com MTT.

As células HT 1080 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS,
antibidticos e glutamina em estufa 37 °C e 5% de CO.. Em tempos determinados, ao meio de
cultura foi adicionado o MTT (5 mg/ml). A fotomicrografia mostra a aparéncia da cultura
4h30min apos a incubacdo na presenga do MTT. Os cristais de formazan aparecem corados
em azul no interior das células sendo sua quantidade diretamente proporcional ao nimero de
células viaveis na cultura. Magnitude do aumento 100 X.

Nos tempos 24, 48 e 72h de tratamento, o meio antigo foi removido e foram
adicionados 250 pl de meio especifico 0,5% FBS + 50 pl de solugdo MTT (5 mg/ml)
em PBS 1X estéril. A placa foi novamente incubada a 37 °C com 5% CO; por 4 horas
e 30 minutos (Tada et al., 1986).

Em seguida, o meio de cada pogo foi cuidadosamente removido e 600 pl de
solvente (SDS 10% + 0,01 M HCI) foram adicionados. A placa foi mantida sob agitacao

por 16 horas para a completa solubilizacao dos cristais de formazan.

Apds as 16 horas, 300 pl do produto solubilizado de cada poco foram
distribuidos em triplicatas (100 pl cada) em placas de 96 pocos de fundo chato (Greiner
labortechnik) e a leitura da absorbancia foi feita em 590 nm no equipamento Varioskan

Flash (Thermo Scientific). Como branco, foram utilizados somente 100 pl do solvente.
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4.5.2 Ensaio Azul de Tripan

O corante vital Azul de Tripan é usado para corar seletivamente células mortas
em uma cultura, uma vez que a membrana celular intacta das células viaveis bloqueia

a passagem do corante para o interior celular.

O esquema de plaqueamento usado foi 0 mesmo adotado para o MTT (figura
10). Apds incubacao, as células foram desprendidas com 40 pl de tripsina-EDTA e
ressuspendidas em 100 ul de meio 10% FBS. Nesse volume, foram adicionados 112 i
de Azul de Tripan (0,5% em solucao salina 0,85%). Dez microlitros da suspensao
foram colocados em camara de Neubauer. A porcentagem de células viaveis (ndo

coradas) na cultura foi obtida considerando a seguinte formula:

, o # de células viaveis (ndo coradas)
% de celulas viaveis = 7 total de Calulas x 100

O numero total de células foi obtido multiplicando o nimero médio de células
contadas por quadrante pelo fator de diluigdo das células que é calculado pela formula:

volume final (células + azul de tripan)/volume de células.

Azul de tripan

5
O Q A  Controle 0,5% FBS
O Q B PTX3 0,5% FBS

C Controle 2% FBS

O O O D PTX3 2% FBS
/

QOOQ|~

OO0~
1OO0O0||~ 3

Triplicatas

Figura 10. Esquema da placa montada para realizacao dos ensaios de proliferacao
celular.

As quatro placas foram seccionadas em duas metades, uma destinada para uso com MTT e
outra para uso com Azul de Tripan. Uma quantidade de 5 x 10* células da linhagem celular HT
1080 foi plaqueada em cada poco e a proliferacao foi avaliada em placas correspondentes aos
tempos Oh (tempo inicial), 24, 48 e 72h (tempos com 10 pg/ml de PTX3 recombinante
humana). Apds 16 horas de privacdo de FBS, as filas A e B se mantiveram com 0,5% de FBS,
enqguanto as filas C e D o meio foi suplementado com 2% FBS.
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4.6 Morfologia celular

4.6.1 Microscopia odtica

As modificagbes na monocamada celular em resposta ao tratamento com

rhPTX3 foram avaliadas em microscopio otico de contraste de fase em campo claro.

A linhagem de fibrosarcoma humano HT-1080 foi plaqueada na quantidade de
50 mil células por 1,9cm?2 area de crescimento em meio DMEM suplementado com
10% FBS, 1% de antibidticos e L-glutamina e apds 5 horas, o meio foi substituido por
meio 0,5% de FBS, 1% de antibidticos e L-glutamina e a privacdo se estendeu por 16
horas. Apds a incubagdo por 16 horas, a placa foi avaliada quanto a morfologia e
aspecto da monocamada, servindo de referéncia (tempo 0h) para as placas tratadas
com a rhPTX3 (10 pg/ml) nos tempos de 24, 48 e 72h.

Nestes tempos, a aglomeracao celular, desprendimento das células e aspecto

geral da monocamada celular foram monitorados.

4.6.2 Imunofluorescéncia

As modificagdes no citoesqueleto celular em resposta a tratamento com a
pentraxina 3 recombinante humana foram avaliadas através da analise, por

imunofluorescéncia, dos filamentos de actinas polimerizadas.

A estratégia empregada para coloracao da actina-F foi o uso da toxina
faloidina, uma falotoxina presente em cogumelos da espécie Amanita phalloides que

se liga especificamente as actinas-F.

As linhagens que expressam FGF2 foram descongeladas e plaqueadas em
laminulas de vidro, tratadas para adesao celular, previamente colocadas sob condicoes
estéreis em placas de 24 pocos (uma laminula por poco). As células foram plaqueadas
numa quantidade de 4 x 10* células da linhagem SK-MEL 37, 3 x 10* células de HT
1080 e 8 x 10* células de HCT 116 em 300 pl de meio especifico suplementado com
10% de FBS, 1% de antibidticos e L-glutamina por 24 horas. Apds esse tempo, 0 meio
foi removido e os pocos foram lavados com PBS 1X a 37 °C estéril para remocao das
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células mortas e do FBS e foram adicionados 300 ul de meio contendo 0,5% de FBS

por mais 24 horas.

A gquantidade de células plaqueadas variou de acordo com a linhagem visando
obter-se uma densidade média de 40 a 60% de células ao término do experimento.
Essas quantidades foram estimadas a partir dos resultados obtidos do ensaio descrito
no topico 4.4.

Apos 48 horas de plagueamento, o meio de crescimento foi removido e foram
adicionados 250 pl de meio especifico contendo PTX3 recombinante humana a 10
ng/ml. Apos 3h de incubacao, o meio com PTX3 foi removido e as células foram lavadas
duas vezes com PBS 1X a 37 °C para remocao de residuos de soro e células mortas.
Em seguida foram adicionados 500 pl de paraformaldeido (PFA) 4% (Sigma) em PBS
1X por poco para a fixacdo das células. Apds 15 minutos, o PFA foi removido, os pocos
foram preenchidos com PBS 1X e a placa foi mantida a 4-8 °C por 24 horas.

As laminulas foram retiradas dos pogos com o auxilio de pingas, lavadas duas
vezes com PBS 1X e incubadas por 1 hora em camara Umida na presenca de 20 pl de
faloidina (10 ng/ml) conjugada com TRITC ( 7etramethyl Rhodamine Isothiocyanate)
(Sigma) diluida 1:5.000 em solucdo bloqueadora PGN/saponina [gelatina 0,25%
(Sigma); NaN3 0,1% (Sigma); saponina 0,1% (Amersham) em PBS 1X]. A esta solucao
foi acrescentado o fluoréforo marcador de acidos nucleicos DAPI (cloridrato de 4/,6-

diamindino-2-fenilindol; 10 uM, Molecular Probes) na diluigao 1:1000.

Apos a incubagdo, as laminulas foram novamente lavadas duas vezes com PBS
1X, montadas sobre 30 pl de glicerol-PPD (p- fenilenodiamina, Sigma) sobre laminas
de vidro e seladas com esmalte transparente.

As analises microscdpicas das laminas foram realizadas no departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Sao Paulo, Escola
Paulista de Medicina em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51, Nikon). As
imagens nas magnitudes de 40 e 100X foram capturadas utilizando o software Imaris
7.0 (Bitplane) utilizando filtros rodamina-TRITC (excitagao/emissao: 557/576 nm) e

DAPI (350/470 nm). Em cada tratamento, foram adquiridas imagens de trés campos
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por laminula, considerando os campos que apresentavam fluorescéncia especifica ao

alvo, menor ruido de background e maior quantidade de células por campo.

Foram avaliados de forma qualitativa os feixes de actina polimerizada e de
lamelipddios (projecOes de actina para fora da superficie celular que desempenham
papéis relacionados a migracao e motilidade celular (Alberts et al, 2007),
considerando-se como alteragbes modificacobes no padrao de intensidade,

fragmentacao, amplificacao e ou delecao dos feixes.

4.7 Extracao de RNA e transcricao reversa

4.7.1 Extracao do RNA total

O RNA total das células foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Life

Technologies) e seguindo as instrugdes recomendadas pelo fabricante.

Quando a monocamada celular atingia 70 a 80% de densidade, as células
eram submetidas ao processo de extracao de RNA. Rapidamente apds a remogao do
meio de cultura, a monocamada celular era lavada trés vezes com PBS 1x a 37 °C. Em
seguida, o PBS era completamente removido e 3 ml de reagente TRIzol (para placas
de 78 cm?2) era adicionado sobre a monocamada celular sendo ressuspendido varias
vezes na placa até perda de viscosidade. Em seguida, o contelido era transferido para
trés microtubos de 1,5 ml (1 ml em cada) e agitado em vortex por 30 segundos.
Seguidamente, a fase aquosa era separada da fase fenol-cloroférmio adicionando 0,2
ml de cloroférmio (Merck) por microtubo e centrifugando a mistura a 12.000 x g por
15 minutos a 4 °C. A fase aquosa era coletada e 0,5 ml de isopropanol (Merck)
acrescentado para cada 1 ml de reagente TRIzol usado. Os microtubos eram incubados
a temperatura ambiente por 10 minutos e novamente centrifugados (12.000 x g, 10
min, 4 °C).

O sobrenadante era removido e o precipitado de cada microtubo lavado duas

vezes com 1 ml de etanol 75% (Sigma) (centrifugado a 7.400 x g, 5 min, 4 °C). O
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sobrenadante era descartado e o precipitado secado ao ar por 5 a 10 minutos. O RNA
obtido nos trés microtubos era solubilizado em 30 pl de agua Milli-Q tratada com DEPC

0,1% (Sigma), agrupado em um unico tubo e armazenado a -20 °C.

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) em absorbancia a 260 nm e 280nm.
A relacao entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminagao
por proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja relacao 260/280

nm estivessem entre 1,8 e 2,0.

A integridade do RNA total foi avaliada por fracionamento eletroforético em
gel de agarose 1% em TAE 1X corado com brometo de etideo a 5 mg/ml e foram
considerados RNAs de boa qualidade aqueles que apresentaram bandas
correspondentes aos RNAs ribossomais (rRNAs) 285 com pelo menos o dobro da
intensidade das bandas correspondentes ao rRNA 18S e nao apresentarem um padrao

de arraste no perfil de fracionamento eletroforético.

4.7.2 Transcricao reversa

A transcricao reversa foi feita utilizando o kit ImProm-II™ (Promega).
Aliquotas de 2 ug do RNA total foram misturadas a 1 pl de iniciadores de oligo(dT)1s
(0,5 pg/ul) e H20O Milli-Q DEPC 0,1% em quantidade suficiente para (q.s.p.) 5 pl sendo
incubados a 70 °C por 10 min e depois mantidos no gelo. Em seguida, foram
adicionados a reagao 4,3 pl de H.O DEPC, 4,0 pl de tampao ImProm 5X, 3,2 ul de
MgCl, (25 mM), 2,0 pl de ANTP mix (10 mM), 0,5 pl de RNasin (40 U/ul) e 1,0 pl da
enzima ImProm RT (20 U/ul). A reacdo foi incubada a 25 °C por 5 min, 42 °C por 60

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

Para avaliacao da qualidade da transcricao reversa, 1 ul do cDNA sintetizado
foi utilizado como molde em uma reagao de PCR utilizando iniciadores especificos para
0s genes de expressao constitutiva GAPDH (forward 5’ - CTC TCT GCT CCT CCT GTT
C - 3'; reverse 5’ - GAT GAT GAC CCT TTT GGC TC - 3") e NOTCH2 (forawd 5’ — TGT
GGC CAA CCA GTT CTC CT 3; reverse 5’ — GGC AGT CAT CAA TAT TCC TC - 3'). As
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reacoes, em volume total de 25 pl, foram feitas sob as seguintes condigdes: 2,5 pl de
PCR Buffer 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 500 mM KClI; Invitrogen); 1,5 pl de MgCl,
25 mM (Promega); 0,25 pl de dNTP mix 25 mM (Eppendorf); 0,125 ul da enzima Taq
DNA polimerase (Gibco, 5 U/ul); 1 pl de cada iniciador (10 pmol/ul); H20 Milli-Q qg.s.p
25 pl. Os parametros utilizados para as reagdes de PCR foram: 95 °C / 5 min - 1 ciclo;
95°C/30s,55°C/45s,72°C/ 1 min - 35 ciclos; 72°C / 10 min — 1 ciclo.

O produto amplificado das reacoes foi avaliado por fracionamento
eletroforético em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo e foram
consideradas de boa qualidade as amostras que apresentavam amplificagdo da banda
correspondente aos genes alvo sem sinais de inibicao da reacao. Os cDNAs de boa
qualidade foram estocados em freezer a -20 °C para posterior analise de expressao
génica basal utilizando iniciadores especificos para PTX3, FGF2, FGF8 e FGFR1 a 4.

4.7.3 Construgao de iniciadores

A construgao dos iniciadores utilizados nesse trabalho atendeu a diferentes
critérios com a finalidade de assegurar alta especificidade e alta reprodutibilidade na

amplificacdo dos transcritos alvos. O resumo desses critérios € mostrado na tabela 2.

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

anelamentos presentes em todas as isoformas do transcrito alvo.
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Tabela 2. Critérios utilizados para a construgao dos iniciadores.

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

PCR em tempo real: 70 a 145 bp

Tamanho do produto amplificado PCR convencional: 250 a 650 bp

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

Juncao de éxon-éxon 6ntem5 —4ntem3’
Homo e heterodimeros AG > -9.0 *@/ o

Hairpin -2,0 < AG < 1,0 kal/ e

Capaz de se anelar a diferentes isoformas

nt = nucleotideos; AG energia livre de Gibbs.

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

Iniciador3 (NCBI) para determinar os critérios usados na construgao dos iniciadores. A

Refseq mRNA 9606 do banco de dados da NCBI foi utilizada para referéncia humana.

Os critérios adotados foram:

1.

2.

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

iniciadores.

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

reverse.

Contetdo GC: entre 40 e 65% do contetdo total de nucleotideos da sequéncia
do iniciador. O contelido GC é determinante na Tw. Esses dois critérios visam
evitar a formagdo de estruturas secundarias, que reduzem a eficiéncia na

geracao de produtos de PCR.

Tamanho do produto amplificado (amplicon): para PCR convencional entre 250

e 650 bp e para PCR em tempo real entre 70 e 145 nucleotideos de extensao.
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5.

6.

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

reacoes de PCR.

Valores correspondentes ao Expected (E)-value: este parametro indica o acerto
de alinhamento da sequéncia do iniciador ao transcrito (mRNA) de interesse no
banco de dados. Quanto mais préximo do zero, mais significante é o acerto

entre as duas sequéncias (iniciador com a sequéncia do transcrito alvo).

Formacao de estruturas secundarias: As sequéncias candidatas dos iniciadores
que tiveram melhor E-value e anelamento especifico ao alvo, foram avaliadas
através do algoritmo OligoAnalyzer da IDTDNA quanto a formagao de estruturas
secundarias. Foram avaliados os valores de energia livre de Gibbs (AG)
correspondentes as estruturas de grampos (hairpin), homodimeros (capacidade
do iniciador se anelar a ele mesmo) e heterodimeros (capacidade do iniciador
forward se anelar ao reverse) (Manthey, 2005). Valores de AG > -9 kcal/mole
foram usados como referéncia uma vez que, valores menores sdao apontados
inibidores de PCR.

4.8 Analise da expressao génica basal

A andlise de expressao génica basal foi feita utilizando iniciadores para os

genes PTX3, FGF2, FGF8, FGFR1 a 4 e para os genes estimulados por FGF2 (Kashpur
et al, 2013), CXCL5 (ligante 5 quimiocina motivo C-X-C) e PTGS2 (prostaglandina-

endoperoxidase-sintase 2) desenhados conforme descrito no tdpico 4.3.

As reacoes de PCRs foram feitas nas seguintes condigoes: 2,5 pl de tampao

de PCR 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 500 mM KCI; Invitrogen), 1,5 pl de MgCl; a
25 mM (Promega), 0,25 pl de mix de dNTP a 25 mM cada (dATP, dCTP, dTTP, dGTP;
Eppendorf), 1,0 pl de iniciador forward a 10 pmol/ul (IDT DNA), 1,0 ul de iniciador
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reverse a 10 pmol/pl (IDT DNA), 0,125 pl de Tag DNA polimerase 5 U/ul (Gibco), 1,0
Ml do cDNA molde, HO Milli-Q g.s.p 25 pl. Como controles negativos foram feitas
reagOes contendo todos os reagentes citados a excecao do cDNA molde (1 pl de H20
Milli-Q), ou, alternativamente, quando indicado, 1 ng de DNA gendmico extraido de

células Wish (células de membrana amnidtica humana).

As reagoes foram incubadas no termociclador (Martercycle, Eppendorf)
programado com a seguinte ciclagem: 1 ciclo de desnaturacao a 95 °C por 5 minutos,
35 ciclos de desnaturacao 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 45
segundos, extensao a 72 °C por 1 minuto e um ciclo final de extensao a 72 °C por 10

minutos.

Os produtos da PCR (amplicon) foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 1,2% em TAE 1X corado com brometo de etideo a 5 mg/ml e analisados sob
iluminacdo UV (UVP Benchtop transiluminator). A andlise das banda correspondente
aos genes de interesse se deu por comparacao do tamanho esperado do amplicon com
as bandas do marcador molecular Pel HIND III (Plasmideo Pel 45 digerido com
endonuclease de restricao HIND III) gerando as bandas de tamanho conhecido de
3800, 2078, 1718, 1051, 678 e 265 pares de bases (bp).

Quando necessario, presenca de bandas inespecificas ou baixa amplificacdo
do produto, as reacOes foram otimizadas visando aumento ou a diminuicdo da
estringéncia pela modificacdo das temperaturas de anelamento (Ta) ou regulando as

concentragdes de MgCl, nas reagoes.

Para certificacdo de que a estratégia de construgao dos iniciadores em regides
de jungdes de éxons estava sendo eficaz na prevencao de amplificagdo a partir de DNA
gendmico, foram feitas reacdes usando como molde 100 ng de RNA total. Dessa forma
foi possivel estimar a contaminagdao de DNA gendmico no RNA total extraido e sua

contribuicao na formacao do produto amplificado.
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4.9 Analise estatistica

Na avaliacao da proliferacao celular pelo método de MTT e Azul de Tripan,
para comparagao de variaveis continuas em apenas dois grupos de comparagdo nao
paramétrico foi empregado o teste ANOVA com correcao de Geisser-Greenhouse.

Foram considerados valores estatisticamente significantes aqueles com p <
0,05. Os graficos representativos dos resultados foram obtidos no software Microsoft
Excel 2013 e as andlises estatisticas foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas morfoldgicas das linhagens celulares

A observacao por microscopia otica de contraste de fase foi utilizada em todas
as etapas dos experimentos para analise da morfologia das linhagens celulares na

cultura /n vitro.

A linhagem SW 480 ¢é derivada de adenocarcinoma primario de célon humano.
O crescimento destas células foi descrito originalmente por Leibovitz como uma
“mistura de pequenas ilhas de células epiteliais e células bipolares individuais”. Em
analises por microscopia eletronica, a linhagem SW 480 apresenta um aspecto
poligonal com microvilos (Leibovitz et al., 1976). O mesmo padrao descrito por ele foi
observado nas nossas culturas como € mostrado na figura 11 A-1. Células do tipo
epitelial, formato fusiforme, que crescem fortemente aderidas a superficie das placas

para cultura celular, tendendo a formar agregados multicelulares bem caracteristicos.

SAQOS 2 é uma linhagem derivada de osteosarcoma humano primario e foi
isolada por Fogh (Fogh, Fogh e Orfeo, 1977). Nao tém potencial tumorigénico quando
injetadas em camundongos NUDE (Rodan et al., 1987; Muff et al., 2007). A linhagem
possui uma morfologia tipo osteoblasto, onde as células em culturas subconfluentes
sdao grandes e poligonais com nlcleo arredondado ou em forma de elipse,
apresentando heterogeneidade na populagao (Rodan et al., 1987; Muff et al., 2007).
A morfologia das células SAOS 2 (figura 11 A-3) observada nos nossos experimentos

apresenta um padrao muito similar ao descrito por Muff (2007).

A linhagem HT1080 é proveniente de um fibrosarcoma isolado de acetabulo
humano (Rasheed et al, 1974). Apresenta uma quantidade numerosa de células
gigantes multinucleadas, mas a cultura é composta predominantemente por células
com tipo morfoldgico arredondado cuja superficie celular é lisa, sem microvilos. Em
confluéncia, crescem sobrepostas em camadas multiplas, formando “microtumores”.
Nas nossas culturas (figura 11 A-5), HT 1080 apresentou aspecto semelhante ao

descrito por Rasheed (1974) onde se observam células grandes, heterogéneas e
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achatadas. E uma linhagem altamente proliferativa, ocupando rapidamente a

superficie de crescimento.

A linhagem HCT116 foi isolada de carcinoma colorretal humano. Apresenta
morfologia do tipo epitelial e suas populacdes sao descritas por Brattain (1981) como
“células poligonais de forma compacta”. Apresentam alto potencial de formacao de
col6nias em ensaios de soft-agar sendo altamente tumorigénicas em xeno enxerto
subcutaneo em camundongos NUDE (Brattain et a/.,, 1981; Rajput et a/., 2008). Nas
linhagens cultivadas nesse projeto, as células cresceram de forma muito agrupada,
formando grumos com poucas ou nenhuma jungao livre entre as células onde é dificil

a visualizagdo individual das células (figura 11 A-7).

CACO-2 é uma linhagem continua derivada de adenocarcinoma colorretal do
intestino grosso de humanos. Foi isolada no Sloan-Kettering Institute for Cancer
Research por Jorgen Fogh (Fogh, 1975). Em cultivo, CACO-2 se diferencia
espontaneamente, expressando diversas caracteristicas morfoldgicas e funcionais de
enterocitos maduros. Sdo células que crescem em monocamada, apresentando
morfologia cilindrica polarizada, com microvilosidades no lado apical e pequenas
juncdes entre as células adjacentes. A populacdo de células, mesmo em fase
estacionaria de crescimento, é caracterizada pela presenca de subpopulacdes com
morfologias variadas (revisado por Sambuy et a/, 2005) também observadas nos

nossos cultivos (figura 11 A-9).

SK-MEL 188 (figura 11 A-13) e SK-MEL 37 (figura 11 A-11) sdo linhagens de
melanoma humano isolados de pacientes do Memorial Sloan Kettering (SK) Cancer
Center, ambas possuem formato achatado e predominantemente fusiforme. SK-MEL
188, comparativamente as outras linhagens, é a que apresenta extremidades mais

alongadas e estreitas (Carey et al., 1976; Spielholz et al., 1995).
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7 SAOS 2

HT 1080

HCT 116

Figura 11.1 Aspectos morfoldgicos das células tumorais cultivadas in vitro.

As linhagens celulares foram cultivadas em meio especifico suplementado com 10%
de FBS, 1% de antibidticos e L-glutamina em estufa a 37 °C e atmosfera saturada com
5% de CO,. Nos painéis da esquerda (A) sao mostradas as fotomicrografias das células
cultivadas no nosso laboratério para uso neste projeto. Nos painéis da direita (B),
imagens das mesmas células fornecidas pela ATCC e publicadas pelo grupo de origem
da linhagem. Microscopia de contraste de fase, magnitude do aumento de 40x. Barra
de escala 100 pm.
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. SK-MEL-37

SK-MEL-188

Figura 11.2. Aspectos morfoldgicos das células tumorais cultivadas in vitro.

As linhagens celulares foram cultivadas em meio especifico suplementado com 10% de FBS,
1% de antibidticos e L-glutamina em estufa a 37 °C e atmosfera saturada com 5% de CO,.
Nos painéis da esquerda (A) sdo mostradas as fotomicrografias das células cultivadas no nosso
laboratério para uso neste projeto. Nos painéis da direita (B), imagens das mesmas células
fornecidas pela ATCC e publicadas pelo grupo de origem da linhagem. Microscopia de contraste
de fase, magnitude do aumento de 40x. Barra de escala 100 pm.
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5.2 Curva de crescimento das células

O tempo de dobramento das linhagens de células tumorais HT 1080, SAOS 2,
HCT 116, SW 480, CACO 2, SK-MEL 37 e SK-MEL 188 foi avaliado estimando-se a

evolucdo da confluéncia das culturas em monocamada ao longo do tempo.

Foram adotadas duas estratégias: na primeira as células foram cultivadas na
presenca de 10% de soro durante todo o tempo (curvas da esquerda nos graficos,
Figura 12 e 13); na segunda condicdo, as células foram privadas de soro (0,5%) por
um periodo de 22 horas, apds o qual o meio de cultura foi substituido por um outro
suplementado com 10% de FBS. Esta segunda estratégia foi adotada buscando-se

sincronizar o ciclo de divisao celular das culturas.

As células foram semeadas em placas de cultura de 24 pocos (1,9 cm2/poco)
nas quantidades de 1 x 10%, 2 x 10%, 4 x 10* e 8 x 10* células viaveis por poco (avaliadas
pela coloragdo com o corante Azul de Tripan). Apés 18h de incubagdo, o meio foi
substituido para remocao das células nao aderidas. Nas culturas sem privagao de soro
o meio foi substituido por um novo contendo 10% de FBS (tempo Oh para as curvas

da esquerda nos graficos — Figura 12 e 13).

Nas culturas privadas de soro, por sua vez, apés 18h o meio foi substituido
por outro contendo 0,5% de FBS e as mesmas foram incubadas sob privacao de soro
por 22h. Apos este tempo, foi acrescentado 10% de FBS as culturas (tempo 0 para as

curvas da direita dos graficos — Figura 12 e 13).

A cada tempo indicado, as culturas foram observadas sob microscopia otica
de contraste de fase e a confluéncia da monocamada estimada em porcentagem de
area ocupada pela monocamada em relacao a area da superficie livre total do poco de
1,9 cm2 da placa de cultura (figura 12 e 13).
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Figura 12. Curva de crescimento das linhagens tumorais humanas HT 1080, SAOS
2, SW 480 e HCT 116 na presenca de 0,5% e 10% de FBS.

As linhagens tumorais foram semeadas nas quantidades de 1 x 104, 2 x 10%, 4 x 10* e 8 x 10*
em meio contendo 10% de FBS por 46h ou em meio contendo 0,5% de FBS por 22h sendo,
em seguida, novamente suplementado com 10% FBS por mais 24 horas como especificado. A
curva foi construida através da analise por microscopia 6tica de contraste de fase onde foi
observada a porcentagem relativa entre a area ocupada pela monocamada celular e area livre
disponivel para crescimento na superficie dos pocos de 1,9 cm2. Linhas pontilhadas em
vermelho indicam tempo final de privagao de soro (0,5%) e reposicao de 10% de FBS no meio
de cultura.

Na linhagem de fibrosarcoma humano HT 1080, é possivel mensurar o tempo
de dobramento de ¥24 horas evidenciado nas quantidades de 2 x 10* e 4 x 10% no
grafico imediatamente apds a suplementacdo com 10% de FBS ap0s privacao por 22
horas. Nas demais linhagens, em virtude do tempo de experimentagdo, nao foi possivel

indicar um tempo exato de dobramento, porém é possivel estimar que a linhagem de
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osteosarcoma humano tem tempo de dobramento >24 horas e de +6 horas na

linhagem HCT 116 quando semeada a 1 x 10% e 2 x 10*

Nao foi possivel mensurar o tempo de dobramento para ambas as linhagens

de carcinomas de célon SW 480 (figura 12) e CACO 2 (figura 13) em virtude de tempo

de cultivo ser insuficiente para a expansao da cultura.
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Figura 13. Curva de crescimento das linhagens tumorais humanas CACO 2, SK-MEL
188 e SK-MEL 37 na presenca de 0,5% e 10% de FBS.
As linhagens tumorais foram semeadas nas quantidades de 1 x 104, 2 x 10%, 4 x 10* e 8 x 10*
em meio contendo 10% de FBS por 46h ou em meio contendo 0,5% de FBS por 22h sendo,
em seguida, novamente suplementado com 10% FBS por mais 24 horas como especificado. A
curva foi construida através da analise por microscopia 6tica de contraste de fase onde foi
observada a porcentagem relativa entre a area ocupada pela monocamada celular e area livre
disponivel para crescimento na superficie dos pocos de 1,9 cm2. Linhas pontilhadas em
vermelho indicam tempo final de privagao de soro (0,5%) e reposicao de 10% de FBS no meio

de cultura.
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Nas linhagens de melanoma humano SK-MEL 37 e SK-MEL 188, o tempo de
dobramento pode ser estimado em aproximadamente 24 horas nas quantidades
semeadas de 1 x 10* e 3 x 10* de células por poco de 1,9 cm2 de SK-MEL 37 e de 1 x
10% células de SK-MEL 188. Em ambos os casos os dados foram obtidos das curvas da
direita provenientes da privacao de soro por 22 horas seguido de suplementacao com
10% de FBS.

De acordo com os dados obtidos nesses graficos, estipulamos o nimero de
células a serem plaqueadas para os experimentos seguintes de analise de proliferagao
celular pelos métodos MTT e Azul de Tripan, bem como para os ensaios de alteracao

morfoldgica do citoesqueleto de actina-F por imunofluorescéncia.

5.3 Avaliacao das alteracoes na taxa de proliferacao celular das
linhagens em resposta ao tratamento com rhPTX3

A taxa de proliferacao celular, bem como o impacto de PTX3 recombinante
humana sobre ela foram avaliados por microscopia 6tica (figura 14) pelo ensaio usando
MTT (figura 15A) e pelo corante vital Azul de Tripan (figura 15B). O método MTT avalia
a proliferacao celular por atividade mitocondrial das células aderidas na placa de
cultura por espectrofotometria. O ensaio com Azul de Tripan além de fornecer a
quantidade de células vivas contadas em camara de Neubauer, fornece a viabilidade
da cultura (figura 15C). Essas medicOes foram realizadas nos tempos 0, 24h, 48h e 72
horas apds o tratamento das células com rhPTX3 (10 pg/ml) em 250 pl de meio
contendo 0,5% ou 2% FBS.

Na figura 14, sao mostradas fotomicrografias representativas da cultura de
fibrosarcoma humano HT 1080 antes (Tempo 0) e apds o tratamento com a PTX3 em
meio contendo 0,5% de FBS. A confluéncia ndo sofreu grandes alteracoes,
permanecendo em volta de 70% durante todo o tempo do experimento, com excecao
do tempo de 72h quando foi observado um desprendimento das células da
monocamada e a presenca de muitas células mortas em suspensao. Nos pocos das
culturas controle o mesmo perfil de confluéncia foi observado (imagens nao

mostradas).
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Figura 14. Aspectos da linhagem HT 1080 durante o ensaio de proliferacao
celular em presenca de PTX3 em meio 0,5% FBS.

Um total de 50 mil células da linhagem tumoral de HT 1080 foram semeadas em
pocos de 1,9 cm2 em meio DMEM com 10% FBS, 1% de antibidticos 1% e L-
glutamina sendo incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera saturada 5% de CO..
Apds 5h, as células ndo aderidas foram removidas e foi acrescentado meio contendo
0,5% de FBS. As células foram incubadas e dezesseis horas apos a incubacdo, as
células foram submetidas ao tratamento com 10 pug/ml de rhPTX3. As culturas foram
avaliadas morfologicamente por microscopia ética de campo claro nos tempos 0Oh,
24h, 48h e 72h. Magnitude de aumento: 0, 24 e 72h — 40X; 48h — 100X.
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Figura 15. Analise da proliferagao celular por MTT e Azul de Tripan.

Uma quantidade de 50 mil células foram plaqueadas em triplicata em pocos de 1,9 cm?2
e cultivadas em meio 10% de FBS até atingir confluéncia de 70%. Apds esse tempo, a
cultura foi privada de soro por 16 horas e a mesma foi tratada com rhPTX3 como mostra
0 esquema acima. Azul: 0% FBS; laranja: PTX3 0% FBS; cinza: 2% FBS e amarelo:
PTX3 2% FBS. As linhas representam a proliferacao celular. A) MTT nos tempos 0, 24,
48 e 72h com 10 ug/ml de rhPTX3; -p=0,0717. B) ensaio com Azul de Tripan nos tempos
0, 24, 48 e 72h com 10 ug/ml de rhPTX3; p=0,0394. C) porcentagem das células viaveis.
OD 590 - densidade ética a 590 nm. Barras de erro: desvio padrao.

Na contagem de células pelo ensaio com Azul de Tripan (figura 15B), a curva
no tempo 48h indica que houve inibicao da proliferacao no grupo tratado com rhPTX3
em meio contendo 2% de FBS comparado ao grupo controle 2% de FBS (p=0,0394).
Embora uma tendéncia de aumento da taxa de proliferacdo celular promovida por
PTX3 tenha sido observada nas condicdes em que o soro foi suprimido, nao foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as curvas das células
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tratadas com a pentraxina 3 em comparagao com as nao tratadas em nenhum dos

tempos analisados.

Em relacdo a viabilidade celular (figura 15C), todas as culturas apresentaram
perda na taxa de viabilidade nas primeiras 24 horas. A cultura cujo meio de cultura foi
suplementado com 2% de FBS, manteve a maior taxa mesmo apos 72h de incubacao
(~98%). As curvas mostram que PTX3 aparentemente nao interfere na viabilidade da
linhagem HT 1080.

5.4 Avaliacao das alteracoes no citoesqueleto das linhagens HT
1080, HCT 116, SK-MEL 37 promovidas pelo tratamento
das mesmas com rhPTX3

Foram analisadas por imunofluorescéncia as possiveis modificagdes no
citoesqueleto das linhagens tumorais em resposta ao tratamento com a rhPTX3. Para
este ensaio, foram selecionadas as linhagens HCT 116, HT 1080 e SK-MEL 37 as quais
apresentaram expressao basal do gene FGF2 (figura 25).

As células foram cultivadas em laminulas tratadas para aderéncia celular
colocadas em placas de 24 pogos, conforme descrito no tépico 4.6.2 e tratadas com
10 pg/ml de rhPTX3 por trés horas em meio especifico para cada célula suplementado
com 0,5% de FBS, contendo 1% de antibidticos e L-glutamina. Os tratamentos foram
feitos em duplicatas e as imagens foram capturadas em trés areas diferentes de cada
lamina.

Nas células HT 1080 foram observados grandes numeros de filopddios e fibras
transcitoplasmaticas. O padrao de coloracao para actina parece estar mais homogéneo
sem areas mais intensas ao redor do nucleo (figura 16.1A). A excecao da aparente
diminuicao do numero de filopddios, nenhuma outra alteracao foi observada nas
células apds o tratamento com rhPTX3 (figura 16.1B).

Em SK-MEL 37 (figura 16.2C e D) nao foram evidenciadas diferencas

relevantes de marcagao entre os grupos controle e tratados. As células de ambas as
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culturas apresentaram filopddios curtos abundantes, e as fibras transcelulares foram
evidenciadas com intensidade maior de marcagdo na regido cortical das células.

Na figura 16.3, sao mostradas fotomicrografias representativas das culturas
das células HCT 116 que foram feitas em duplicatas. Foi observado nas células controle
nao tratadas, uma coloracao para actina (vermelho) mais intensa nas regioes corticais
das células (setas amarelas) bem como uma area de intensidade maior, perinuclear
em um dos polos dos nucleos (cabeca de seta em verde no detalhe da figura 16.3E).
Inumeras fibras transcelulares também foram visualizados (setas brancas na Figura
16.3E). O padrao de actina nas células tratadas parece ser mais difuso (figura 16.3F)
em comparagao com o controle, ndo tendo sido observados nestas células filamentos
transcelulares e nem tampouco areas mais intensas de coloracao ao redor dos nucleos.
Parece também haver uma diminuicdo da frequéncia de filopddios nas células tratadas
(Figura 16F).
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Figura 16.1 Fotomicrografias de fluorescéncia das linhagens HT 1080, SK-MEL 188
e HCT 116.

Em A e B, a linhagem HT 1080 foi semeada numa quantidade de 3 x 10* células/pogo de 1,9
cm2 contendo DMEM e 10% de FBS por 24 horas. Apds esse tempo a cultura foi lavada 2x
com PBS 1X 37 °C para remocao de células mortas e de residuos de FBS e as células foram
incubadas em DMEM 0,5% de FBS por mais 24 horas. Em seguida, no grupo controle, o meio
foi trocado para DMEM 0,5% FBS e no grupo tratado DMEM 0,5% + 10 pg/ml de rhPTX3.
Ambos foram incubados por 3 horas. Apds, a monocamada celular foi lavada 2x com PBS 1X
37 °C e as células foram fixadas com PFA 4% sendo seguidamente incubadas com faloidina-
TRIC e DAPI por 1 hora e as fotomicrografias foram obtidas por fluorescéncia. As setas em
branco indicam os feixes de actina. As setas em amarelo apontam os lamelipddios e extensoes
de filopddios.
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Figura 16.2 Fotomicrografias de fluorescéncia das linhagens HT 1080, SK-MEL 188
e HCT 116.

Em C e D, a linhagem de melanoma humano SK-MEL 37 foi semeada numa quantidade de 4
x 10* células/poco de 1,9 cm2 contendo DMEM e 10% de FBS por 24 horas. Apds esse tempo
a cultura foi lavada 2x com PBS 1X 37 °C para remocao de células mortas e de residuos de
FBS e as células foram incubadas em DMEM 0,5% de FBS por mais 24 horas. Em seguida, no
grupo controle, o meio foi trocado para DMEM 0,5% FBS e no grupo tratado DMEM 0,5% +
10 pg/ml de rhPTX3. Ambos foram incubados por 3 horas. Apds, a monocamada celular foi
lavada 2x com PBS 1X 37 °C e as células foram fixadas com PFA 4% sendo seguidamente
incubadas com faloidina-TRIC e DAPI por 1 hora e as fotomicrografias foram obtidas por
fluorescéncia. As setas em branco indicam os feixes de actina. As setas em amarelo apontam
os lamelipddios e extensdes de filopddios.
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Figura 16.3 Fotomicrografias de fluorescéncia das linhagens HT 1080, SK-MEL 188
e HCT 116.

Em E e F, a linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT 116 foi semeada numa quantidade
de 8 x 10* células/poco de 1,9 cm2 contendo meio McCoy e 10% de FBS por 24 horas. Apds
esse tempo a cultura foi lavada 2x com PBS 1X 37 °C para remocao de células mortas e de
residuos de FBS e as células foram incubadas em McCoy 0,5% de FBS por mais 24 horas. Em
seguida, no grupo controle, o meio foi trocado para McCoy 0,5% FBS e no grupo tratado
McCoy 0,5% + 10 pg/ml de rhPTX3. Ambos foram incubados por 3 horas. Apds, a
monocamada celular foi lavada 2x com PBS 1X 37 °C e as células foram fixadas com PFA 4%
sendo seguidamente incubadas com faloidina-TRIC e DAPI por 1h e as fotomicrografias foram
obtidas por fluorescéncia. Setas em branco: feixes de actina. As setas em amarelo apontam
as fibras de actina na regido cortical da célula. Cabecas de seta em verde: marcagao
perinuclear.
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5.5 Analise do perfil de expressao basal dos genes

5.5.1 Desenho dos iniciadores

Para o inicio da construcao dos iniciadores, as sequéncias dos transcritos
(mRNAs) foram analisadas utilizando o programa BLASTn. Foi observado que, dos
nove genes alvos, cinco codificavam diferentes isoformas. A fim de construir um
iniciador que se anelasse a todos, foi selecionada a regidao de maior similaridade entre

as isoformas.

Varios critérios foram utilizados para a construcao dos iniciadores incluindo
anelamento em juncdo de éxon (quando possivel), formacao de estruturas secundarias
analisados (figura 17 e 18), contelido GC e temperatura de melting (Tm). O resumo

geral dos iniciadores esta descrito na tabela 3.

Homo sapiens pentraxin 3, long (PTX3), mMRNA
gil167900483refINM_002852.3
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Figura 17. Representacao da regiao da sequéncia do transcrito de PTX3 usada na
construcao dos iniciadores para RT- PCR.

Grafico representativo da sequéncia do mRNA de PTX3 (NCBI) indicando a regido de juncao
de éxons utilizada preferencialmente para construcao do iniciador forward. N° de acesso: NCBI
NM_002852.3. Os retangulos roxos apontam a posigao dos iniciadores construidos para esse
mRNA. A regido circulada em vermelho, indica a juncdo de éxon que serviu como regiao
delimitante para a construcao do iniciador forward.
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Figura 18. Exemplos de estruturas secundarias (hairpins) possiveis de serem
formadas nos iniciadores para PTX3.

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

A figura 18 exemplifica estruturas secundarias em forma de alca (hairpin)
possiveis de serem obtidas através do pareamento entre nucleotideos presentes numa
mesma sequéncia. Para o gene PTX3, foram desenhados iniciadores cujos valores de
AG obtidos estavam na faixa de 0 e -9 kcal/mole. Esses grampos nos iniciadores
forward e reverse, sao possiveis de serem feitas a temperaturas especificas (Tvw 48 °C
e 34 °C, respectivamente) diferente das temperaturas obtidas para o anelamento dos

mesmos no sequéncia do molde de cDNA de PTX3 (Tm 54,9 e 55 °C, respectivamente).
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Tabela 3. Lista dos iniciadores construidos para RT- PCR.

Sequéncia N° Tamanho Localizagdao Especificidade
Alvo ;' _3 bp Amplicon 02 %GC nos para
P (bp) éxons Isoformas
Fw: TTC AAG GAC CCC AAG CGG 18 57.9(61.1% 1
FGF2 320 =
Rv: TGC CCA GTT CGT TTC AGT G 19 55.6|52.6% 3
Fw: CCA AGA GCA ACG GCA AAG G 19 57.2|57.9% 4eb
A B, E,
FGF8 306 F G
Rv: CCA GGC AGC ACC TAT CG 17 55.7 | 64.7% 5 !
Fw: CAG ATA ACA CCA AACCAAACCG |22 54.4|45.5% 4 1n4
FGFR1 331 it
Rv: GACCGCTCCACGACATC 17 55.8 | 64.7% 6e7
Fw: ACA AAG ACA AGC CCA AGG AG 20 55.3150.0% 11 1~9
FGFR2 558 11 !
Rv: CGA AGG ACC AGA CAT CACTC 20 54.9|55.0% 15e16
Fw: CAG GAG CAG TTG GTCTTC G 19 55.7 [ 57.9% 3
FGFR3 486 1,2e3
Rv: CCGCAGCTTGATGCCT 16 56.0 | 62.5% 5e6
Fw: GCT GTG AGA AGG AGATGC G 19 55.8157.9% 2
FGFR4 465 1,2e3
Rv: GTG TCC AGT AGG GTGCTT G 19 55.5(57.9% 4e5
Fw: ACT CGG AAT GGG ACA AGC 18 54.9 | 55.5% 2
PTX3 471 >
Rv: AGG CAC TAA AAG ACT CAA GCC 21 55.0|47.6% 3
Fw: CAG TCC ACC AAC TTA CAATGC 21 54.1|47.6% 4
PTGS2 642 -
Rv: CTC TCC TAT CAG TAT TAG CCT GC| 23 54.2147.8% 7e8
Fw: TCT TCG CTC CTC CAA TCT CC 20 56.3 | 55.0% 1
CXCL5 414 =
Rv: TTT CCT TGT TTC CAC CGT CC 20 55.4 { 50.0% 3e4

bp = base pair, Tu = temperatura de melting em graus Célsius (°C); %GC — porcentagem do
contelddo Guanina Citosina na sequéncia do iniciador. Isoformas — possibilidade do par de
iniciador amplificar as diferentes isoformas de um transcrito. Cédigo de acesso na plataforma
NCBI para identificacdo da sequéncia utilizada na construgdo dos iniciadores: FGF2
NM_002006.4; FGF8 NM_006119.4; FGFR1 NM_023110.2; FGFR2 NM_000141.4; FGFR3
NM_000142.4; FGFR4 NM_002011.3; PTX3 NM_002852.3; PTGS2 NM_000963.3; CXCL5
NM_002994.4.
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5.5.2 Extracao, quantificacao e analise da qualidade do
RNA total

O RNA total foi extraido das culturas celulares em monocamada de 70 a 90%

de confluéncia conforme descrito no tdpico 4.7.1.

A guantificacao do RNA total extraido foi feita a partir de 1 pl da diluicdo de
1:20 do RNA total em H,0 tratada com DEPC através da leitura em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm no equipamento Nanodrop. As quantidades de
RNA obtidas sao mostradas na tabela 4.

De todas as culturas, foi obtido um excelente rendimento com uma média de
211,33 pg de RNA total de cada placa de 78 cm2?2 de area. A estimativa da
contaminagao do RNA total por proteinas foi feita a partir da razdo entre a leitura a
260 e 280nm (comprimento de onda onde ocorre absorcao da luz pelas proteinas) e a
contaminagao por sais inibidores foi estimada pela razao 260 e 230 nm (comprimento

de onda onde ocorre absorcao da luz por sais presentes na amostra).

Como pode ser observado pelos dados da tabela 4 todas as amostras
apresentaram valores excelentes tanto para contaminagdo por proteinas quanto por
sais, uma vez que os valores considerados aceitaveis para a razao 260/280 e 260/230
sao respectivamente 1,8 e 1,8-2,2.

Tabela 4. Aspectos quantitativos e qualitativos do RNA total extraido das culturas
celulares.

ID da amostra R('\:l’;/t:f;‘" Mti(‘:tr:igra:‘;)‘s 260/280nm 260/230nm

Caco 2 7,208 216,24 1,91 2,06
SW 480 5,130 153,90 1,92 2,1

SK-MEL 37 7,718 231,54 2,06 1,79
HT 1080 4,448 133,44 1,88 2,25
SKMEL 188 7,856 235,68 1,9 2,09
Saos 2 6,262 187,86 1,95 1,88
HCT 116 10,690 320,70 1,94 2,29
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A leitura no Nanodrop além de fornecer dados quantitativos que estimam a
quantidade e a pureza do RNA total extraido, também gera uma curva onde podem
ser visualizados a representacdo grafica da absorbancia nos comprimentos de onda
230, 260 e 280 nm (figura 19). Como € possivel observar, os picos de absorbancia
para todas as amostras de RNA total extraido se deram com maior amplitude no
comprimento de onda 260 nm indicando que o procedimento de extracao de RNA total

gerou excelentes produtos com baixa contaminacdo por proteinas e sais.
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Figura 19. Curvas da absorbancia do RNA total extraido.

O RNA total extraido das culturas celulares com ~70% de confluéncia foi diluida 1:20 em H,0
Milli-Q DEPC e 1 pl dessa diluicdo foi usada para andlise do grau de pureza por
espectrofotometria. As curvas indicam o pico maximo de absorbancia no comprimento de onda
referente a acidos nucleicos (260 nm) e outros contaminantes como sais (230 nm) e proteinas
(280 nm). Entre cada amostra de RNA total foi realizada a leitura de 1 pl de H,O Milli-Q DEPC.
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Os RNA totais extraidos das linhagens CACO 2, SW 480, SK-MEL 37, HT 1080, SK-
MEL 188, SAOS 2, HCT 116 também foram submetidos a analise de integridade. Para
isso, 400 ng de cada amostra foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose
1% em TAE 1X.

=8 1 Kb ladder

2 CACO 2

2 SW 480
Ll SK-MEL-37

O HT 1080

W SK-MEL-188
Nl SAQOS 2

-3 HCT 116

3,0Kb
2,0Kb
1,5Kb

B B W rRNA 28S

1,0Kb

500 bp

Figura 20. Anadlise da integridade do RNA total extraido das culturas
celulares.
Uma quantidade de 400 ng de RNA total extraido das culturas celulares foi fracionado
eletroforeticamente em gel de agarose 1% em TAE 1X corado com brometo de etideo.
Canaleta 1: marcador de tamanho molecular DNA ladder 1 kb; canaletas 2 a 8:
400 na de RNA total das linhaagens CACO 2; SW 480; SK-MEL 37; HT 1080; SK-MEL
Como pode ser observado na figura 200, os RNAs totais extraidos
apresentaram boa qualidade evidenciada pela presenca das bandas referentes aos
rRNAs 28S com o dobro da intensidade do rRNA 18S e com pouco ou henhum arraste,
sugerindo haver pequena ou nenhuma degradacao do material acido ribonucleico.
Levando em consideracao os dados estimados de pureza obtidos na
espectrofotometria e de integridade obtida por fracionamento eletroforético, os RNAs
totais extraidos das células em cultura foram reversamente transcritos para analise da

expressao génica basal.
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5.5.3 Avaliacao da qualidade da transcricao reversa

Os RNAs totais obtidos das linhagens celulares, foram submetidos ao

processo de transcricao reversa como descrito no topico 4.7.2.
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Figura 21. Avaliacao da qualidade da transcricao reversa utilizando iniciadores para
NOTCH (310 bp).

Dois microgramas do RNA total das culturas celulares em monocamada com ~70% de
confluéncia foram reversamente transcritos utilizando iniciadores oligo(dT):5 e o kit ImProm II
(Promega). Os cDNAs sintetizados (1 pl da reagao) foram utilizados como molde em PCR
convencional utilizando iniciadores especificos para o gene NOTCH2. Os produtos amplificados
(6 pl) foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1,2% em TAE 1X corado com
brometo de etideo. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular Pel HIND III (4 pl); Demais
canaletas: produto amplificado das amostras de cDNA (1 pl) das linhagens HT 1080; SAOS 2;
HCT 116; SW 480; CACO 2; SK-MEL 37; SK-MEL 188; A) 1 ng DNA gendmico Wish; B) 10 ng
DNA genomico Wish; CN — controle negativo. Para os produtos da PCR, foram adicionados 1
ul de tampao de corrida de DNA 6X em 6 pl de amostra.

As intensidades das bandas visualizadas proveniente dos produtos de PCR
utilizando iniciadores para NOTCH2 (figura 21) ndao padrao uniforme entre as amostras
de cDNA reversamente transcritos a partir dos RNAs extraidos das linhagens celulares
em cultura. Nesse sentido, uma segunda reacao foi feita utilizando iniciador para o
gene GAPDH (figura 22).

65



HT 1080
SAQS 2
HCT 116
SW 480
CACO 2
SK-MEL-37
SK-MEL-188

3800 bp
2078 bp
1718 bp
1051 bp

678 bp

|
|
|
()
=
-
I
§o)
(a N
-
[—
—

265bp

Figura 22. Analise da qualidade da transcricao reversa usando iniciador para o gene
GAPDH (437 bp).

Dois microgramas do RNA total das culturas celulares em monocamada com ~70% de
confluéncia foram reversamente transcritos utilizando iniciadores oligo(dT):s e o kit ImProm II
(Promega). Os cDNAs sintetizados (1 pl da reagao) foram utilizados como molde em PCR
convencional utilizando iniciadores especificos para o gene GAPDH. Os produtos amplificados
(6 pl) foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1,2% em TAE 1X corado com
brometo de etideo. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular Pel HIND III (4 pl); Demais
canaletas: produto amplificado das amostras de cDNA (1 pl) das linhagens HT 1080; SAQOS 2;
HCT 116; SW 480; CACO 2; SK-MEL 37; SK-MEL 188; A) 1 ng DNA gendmico Wish; B) 10 ng
DNA genomico Wish; CN — controle negativo. Para os produtos da PCR, foram adicionados 1
ul de tampao de corrida de DNA 6X em 6 pl de amostra.

A reacdao de PCR usando o iniciador para GAPDH mostrou amplificacao
uniforme entre as amostras de cDNA sintetizadas. Entretanto, na amostra A (1 ng de
DNA genOmico), foi observada amplificacdo na mesma altura dos transcritos indicando
gue o iniciador se anela a DNA genOomico. Isso pode sugerir que as bandas das
amostras de cDNA nao sao provenientes somente do transcrito alvo em caso de ter
havido contaminacao por DNA genémico durante o procedimento de extracdo do RNA

total.
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Considerando as bandas apresentadas por ambos iniciadores (NOTCH2 e
GAPDH), as reacoes de PCR subsequentes foram feitas utilizando dois moldes: cDNA
e 100 ng de RNA total.

5.5.4 Analise da expressao génica basal

As linhagens tumorais foram avaliadas por RT-PCR quanto ao nivel de
expressao basal dos genes PTX3, FGF2, FGF8, FGFR1 a 4, PTGS2 e CXCLS5.

A figura 23 mostra que os iniciadores para FGF2 se ligam especificamente aos
moldes de cDNA, visualizado pela auséncia de bandas nas reacdes cujos moldes era o
RNA total. Em FGFR1 e FGFR2 sdao observadas bandas inespecificas nas amostras de
RNA total, porém com intensidade e peso diferentes das PCRs feitas com cDNA como

molde.

Na figura 24, o produto amplificado de PTX3 referente as amostras de cDNA
das linhagens celulares foi feita de forma especifica, sem amplificagdo nas reagoes de
RNA total. Para os genes FGFR3 e FGFR4 houve amplificacdo especifica nos moldes de

cDNA e pouca ou nenhuma amplificagao nas PCRs utilizando como molde o RNA total.

Com relacdo as reacOes utilizando iniciadores para o gene GAPDH, foi
observada amplificagao nas amostras cujos alvos eram cDNA e de RNA total, indicando

que todas as amostras estavam contaminadas com DNA genomico (figura 24).

As temperaturas de anelamento otimizadas para o par de iniciadores durante
o experimento sao: FGF2 — 55 °C; FGFR1 — 60 °C; FGFR2, FGFR3 e FGFR4 — 55 °C;
PTX3 — 50 °C e GAPDH - 55 °C; FGF8 — nao houve amplificagao.
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Figura 23. Analise do perfil de expressao dos genes FGF2, FGF8, FGFR1, FGFR2,
nas linhagens de células tumorais humanas.

As reagoes de PCRs foram feitas utilizando como moldes: 1 pl de cDNA (2 a 8) provenientes
da transcricao reversa do RNA total extraido das células tumorais e 100 ng do proprio RNA
total (B aI). 1 e A: 4 ul do marcador de peso molecular Pel HIND III; 9: 1 ng DNA
gendmico Wish; 10 e I; controle negativo.
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Figura 24. Analise do perfil de expressao dos genes FGFR3, FGFR4, PTX3, GAPDH
nas linhagens de células tumorais humanas.

As reagoes de PCRs foram feitas utilizando como moldes: 1 pl de cDNA (2 a 8) provenientes
da transcricao reversa do RNA total extraido das células tumorais e 100 ng do proprio RNA
total (B alI). 1 e A: 4 ul do marcador de peso molecular Pel HIND III; 9: 1 ng DNA
genodmico Wish; 10 e I; controle negativo.
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Figura 25. Analise geral do perfil de expressao dos genes FGF2, FGF8, PTX3
FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, PTGS2, CXCL5, nas linhagens de células tumorais
humanas.

Um volume de 15 pl de cada amostra foi aplicado nas canaletas obedecendo a ordem
esquematizada na imagem. Canaleta 1: 4 pl marcador Pel HIND III; Sao mostrados
apenas os tamanhos referentes a 678 e 265 bp do marcador, em todos os géis. Para cada
15 pl de amostra do produto de PCR, foram adicionados 2,5 ul de tampao de corrida de
DNA 6X.
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Os géis mostram que as linhagens HT 1080, HCT 116, SK-MEL 37 e SK-MEL
188 expressam FGF2, sendo esta ultima de forma menos intensa. Os géis referentes
a PTGS2 e CXCLS5 (figura 25 H, I) revelam bandas nas linhagens HT1080, HCT 116 e
SK-MEL 37 o que contribui para a certificar a expressao de FGF2 nestas linhagens.
Estas mesmas linhagens expressam todos os receptores de FGF 1 a 4 (figura 25 D-G),
exceto SK-MEL 188 que nao expressa FGFR3. SK-MEL 37 nao expressa PTGS2, mas
expressa CXCL5.

A linhagem SK-MEL 188, apesar de expressar FGF2, nao expressa PTGS2 nem

CXCL5, por isso nao sera utilizada nos ensaios.

As células da linhagem CACO 2 expressam PTGS2 e CXCL5 mesmo nao
expressando FGF2. Todas as amostras de cDNA, exceto SK-MEL 188, expressam o0s
quatro receptores de FGF. Nas linhagens HT 1080, HCT 116 e SK-MEL 188 que
expressam FGF2, também expressaram PTX3. Nenhuma linhagem expressa FGF8. A
tabela 5 esquematiza a expressao génica basal dos genes estudados comparadas a
expressao de GAPDH (figura 25 J).

Tabela 5. Perfil da expressao basal dos genes FGF2, FGF8, FGFR1, FGFR2, FGFR3,
FGFR4, PTX3, PTGS2 e CXCL5 nas linhagens tumorais humanas.

Genes

Linhagens FGF2 FGF8 FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 PTX3 PTGS2 CXCL5

HT 1080 + - + + + + + + +
SAOS 2 - - + + + + -

HCT 116 + - + + + + + +

SW 480 - - + + + + + - +
CACO 2 - - + + + + - + +
SK-MEL 37 + - + + + + - - +
SK-MEL 188 + - + + - + +

+ expressao positiva; - expressao nao detectada.

Diante dos dados da expressao génica basal, as linhagens que foram utilizadas
nos tratamentos com rhPTX3 sao HT 1080, HCT 116 e SK-MEL 37.
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6 DISCUSSAO

A pentraxina 3 é uma glicoproteina de fase aguda expressa em diferentes tipos
celulares incluindo células do sistema imune como macrdfagos e células dendriticas.
PTX3 exerce varias funcOes bioldgicas que perpassam desde o reconhecimento e
opsonizagao de patdgenos, até a fertilidade feminina e regulagdo da resposta imune
inata. Estudos recentes apontaram que PTX3 tem um papel importante na biologia
vascular por ser um possivel antagonista natural da angiogénese. Esta acao de PTX3
ocorreria em consequéncia da sua habilidade de se ligar a membros especificos de
uma familia de proteinas, os FGFs, que sao importantes fatores pro-angiogénicos. O
efeito desta interacdo sobre o potencial tumorigénico e metastatico de células
tumorais, entretanto, precisa ser mais investigado. O objetivo deste estudo foi
caracterizar a expressao de PTX3, FGF2 e FGF8 bem como de seus receptores em
diferentes linhagens de células derivadas de tumores humanos e avaliar o impacto de
PTX3 sobre a taxa de proliferacao e morfologia destas células. Aqui mostramos que as
células derivadas de fibrosarcoma HT 1080, de carcinoma colorretal HCT 116 e
melanomas da linhagem SK-MEL 188 expressam tanto PTX3 quanto FGF2 de forma
constitutiva. Mostramos também que a proteina PTX3 recombinante humana parece
inibir a proliferacao das células HT 1080, bem como promover modificacdes no padrao
e na organizacao das fibras de actina-F e do numero de filopddios nas linhagens HT
1080 e HCT 116.

A angiogénese (formacdao de novos vasos sanguineos a partir de endotélios
previamente existentes) € um processo natural e importante que acontece em
organismos saudaveis, sendo uma das primeiras etapas da organogénese (Dewitt,
2005). Na idade adulta, a angiogénese ocorre em diferentes situagoes fisioldgicas tais
como a regeneracao de lesdes teciduais, isquemias, formacao do endométrio e da
placenta. Entretanto, seu efeito é indesejado quando favorece a génese e
desenvolvimento de determinadas doencas tais como a degeneracao macular,

psoriases, endometrioses, artrite e canceres (revisado por Ribatti, 2008).
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Falhas no balanco da producao de fatores angiogénicos e/ou de seus inibidores
naturais € a principal causa de promocao de neovascularizacdo nos tumores e doencas
dependentes de angiogénese (Hanahan e Weinberg, 2000). Por consequéncia, a
capacidade de modular o equilibrio de producdo entre os fatores pro- e anti-

angiogénicos, mostra-se como uma promissora alternativa terapéutica.

Em canceres, a angiogénese € um processo pelo qual um tumor sdlido
desenvolve seu proprio suprimento de oxigénio e nutrientes, além da drenagem de
metabdlitos, pelo sequestro da vasculatura circundante que invade a massa tumoral e
neoangiogénese, favorecendo o seu subsequente crescimento, progressao e
metastase (Van Hinsbergh, Collen e Koolwijk, 1999). Entre as dezenas de fatores
angiogénicos e de citocinas que sao altamente expressas em tumores, a familia dos
VEGFs (vascular endothelial growth factors) e seus receptores (VEGFRs) (Ziche,
Donnini e Morbidelli, 2004) tem sido investigada extensivamente devido a capacidade
de promover o crescimento de células vasculares endoteliais derivadas de artérias,
veias e de vasos linfaticos. Apesar dos esforcos no desenvolvimento de estratégias
anti-angiogénicas para tratamento clinico de canceres com base na inibicdo do sistema
VEGF/VEGFR, muitos pacientes em diferentes estagios de progressao neoplasica
mostraram-se resistentes a essa abordagem devido a uma complexa resposta
compensatdria que mantém a indugdo angiogénica a partir da expressao de outros
fatores (Tassi e Wellstein, 2006). Evidéncias experimentais indicaram que a resisténcia
a drogas que blogueiam VEGF esta relacionada com a regulacao positiva da interacao
FGF2/FGFR (fibroblast growth fator 2 / receptor) e que o controle desse sistema pode
ser um mecanismo de evasao ao tratamento anti-VEGF em canceres (Alessi et al.,
2009).

De fato, estudos mostram a regulacao positiva da sinalizacao da via
FGF2/FGFR em tumores diferentes tipos de tumores humanos e murinos (Shain et al.,
1996; Nissen et al, 2007; Turner e Grose, 2010). Esses achados indicam que a
sinalizacdo via FGF representa um importante componente na expansao tumorigénica
e angiogénica e que tais fatores, assim como seus receptores, podem ser alvos no
desenvolvimento de abordagens terapéuticas para doencas dependentes de

angiogénese, dentre elas as neoplasias (Beenken e Mohammadi, 2009). Neste sentido,
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torna-se imprescindivel a realizacdo de estudos que visem a identificacdo de inibidores

de FGFs e FGFRs com diferentes estruturas quimicas e mecanismos de acao.

A descoberta de que PTX3 se liga especificamente a FGF2 e FGF8 fomentou o
desenvolvimento de pesquisas buscando desvendar o efeito desta interacao na
biologia vascular uma vez que a pentraxina parece agir como um antagonista natural
de membros da familia dos FGFs (Presta et al,, 2005; Alessi et al., 2009; Leali et al.,
2011; Leali et al., 2012). Foi detectada a expressao de PTX3 em carcinoma mamario
e de prostata e estudos realizados /n vitro usando modelos experimentais de
membrana corio-alantdide de ovo de galinha embrionado e células tumorais
transfectadas com PTX3 (Leali et a/., 2011) sugeriram que PTX3 seria capaz de inibir
a angiogénese promovida por FGF. Embora estes estudos tenham apontado o
potencial de PTX3 como agente anti-angiogénico in vitro e in vivo eles nao sao
suficientes para avaliar a acdao da pentraxina em outros tipos de tumores e nem em

sistemas /n vivo nos quais o sistema imune esta ativo.

A proposta do nosso trabalho foi caracterizar o perfil de expressao em varios
tipos de tumores incluindo aqueles ndo responsivos a hormonios esteroides e avaliar,
posteriormente, o desenvolvimento do tumor /7 vivo em circunstancias onde o
tratamento dos mesmos sera feito com a proteina recombinante ou usando um

peptideo sintético analogo ao seu sitio de ligacdo aos FGFs.

Inicialmente, foram analisadas as curvas de crescimento das células de cada
uma das linhagens tumorais na auséncia e na presenca de soro fetal bovino. Este
ensaio teve o objetivo ndo sé de estimar o nimero de células a serem plagueadas nos
ensaios subsequentes para analise do citoesqueleto, mas também de observar o
impacto da caréncia do soro nesta proliferacao e, em alguns casos, possibilitaram até
mesmo estimar o tempo de dobramento das linhagens. Observamos que as células de
fibrosarcoma HT 1080 apresentam um tempo de dobramento em torno de 24h e a
HCT 116, de carcinoma colorretal, de aproximadamente 6-8h. Para as linhagens de
melanoma SK-MEL 37 e SK-MEL 188, estimou-se que o tempo de dobramento é de
aproximadamente 24h e que as linhagens SAOS 2, SW 480, CACO 2, levam mais de
24 horas para dobrarem seu numero. As linhagens nas quais ndo foi detectada a
expressao do gene de FGF2, (SAOS 2, SW 480 e CACO 2), parecem ser as que
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apresentam o maior tempo de dobramento (>24h) em comparagao com demais

linhagens que expressam este gene e seus receptores.

Embora a estratégia de sincronizacao do ciclo celular nas culturas pela privagao
inicial do soro e depois pelo acréscimo deste tenha se mostrado produtiva em alguns
casos, a influéncia do numero de células semeadas inicialmente parece ter tido um
impacto de mesma magnitude do que a privacao do soro sobre a taxa de proliferacao
das células. Diversos estudos mostram que as juncoes gap nos canais de interacao
célula-célula modulam vias de sinalizacdo que regulam o crescimento celular e que o
crescimento isolado de células individuais prejudica a expansdo geral da cultura
(Loewenstein e Rose, 1992). Isto pode ser observado em nossos resultados quando
analisamos a evolugdo das culturas cujas células foram semeadas nas quantidades
iniciais de 1 x 104, 2 x 10% e 4 x 10* células/poco no tempo de 24h na presenca de
soro (figuras 12 e 13, curvas da esquerda dos graficos). Para quase todas as linhagens
plagueadas sob estas condicoes, exceto a HT 1080, as culturas nao atingiram 50% de
confluéncia da monocamada. O mesmo efeito pode ser observado também na privacao
de soro (figuras 12 e 13, curvas da direita dos graficos). O efeito mais contundente da
privacao do soro, nas condicdes do nosso experimento, foi observado nas linhagens
HT 1080, SK-MEL 188 e SK-MEL 37, quando plaqueadas na maior densidade.
Interessantemente, estas 3 linhagens, além da HCT 116 s3ao as que expressam
constitutivamente FGF2 e seus receptores. A producao enddgena de FGF1 e FGF2 foi
reportada como moduladora da proliferacdo de linhagens de células tumorais de

fibrosarcoma tanto humanos quanto murinas (Shain et al., 1996; Nissen et al., 2007).

A cultura das células em condicOes de baixo soro, ou auséncia de soro,
também teve como objetivo avaliar a capacidade das diferentes linhagens de
proliferarem sob estas condicoes. Em virtude da dualidade de funcbes de PTX3
observadas na resposta imune, seria conveniente avaliar alguma possivel atividade
pré-proliferativa mediada por PTX3 nas células cultivadas nos tratamentos feitos na
auséncia de soro. Como o FBS possui em sua composicao altos niveis de fatores que
promovem crescimento celular e baixos niveis de fatores inibitérios de crescimento
(Zheng et al., 2006) sua presenga poderia mascarar um possivel efeito no aumento da
taxa de proliferagao promovida por PTX3.
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PTX3 parece modular negativamente a taxa de proliferacdao das células de
fibrosarcoma HT 1080 (figura 15B). Este achado corrobora dados da literatura que
mostram a acao proliferativa de FGF2 em células de fibrosarcoma humano e murino
(Shain et al., 1996; Nissen et al., 2007) e os estudos que relatam o efeito inibitorio de
PTX3 sobre as acdes bioldgicas de FGF2 (Camozzi et a/., 2005; Alessi et al., 2009; Leali
et al., 2010; Leali et al., 2011). No nosso contexto, mostramos que as células HT 1080
expressam constitutivamente FGF2, os FGFRs 1-4 e também PTX3. Entretanto, o
tratamento com a pentraxina exdgena foi suficiente para inibir a proliferacao celular
mesmo na presencga de outros fatores de crescimento como o soro fetal bovino. Uma
abordagem interessante para confirmar estes achados, seria avaliar a proliferacao
destas células na auséncia da pentraxina para verificar se a PTX3 enddgena exerce
algum controle sobre a taxa de proliferacao desta linhagem. Além disso, analisar
curvas de proliferagao na presenca de concentragoes diferentes da PTX3 pode ser uma

estratégia para avaliar uma possivel relagdo dose/resposta.

Sob as condicbes do ensaio preliminar realizado com a linhagem de
fibrosarcoma humano HT 1080, foi percebida a necessidade de utilizar volume maior
do que os 250 pl de meio adicionados por poco, uma vez que apos 48h de cultura
houve um esgotamento do meio indicado pela mudanga de pH. Além disso, um
plaqueamento em densidade mais baixa é recomendavel para que a observagao da
evolucao das culturas possa ser feita por tempo mais longo. Estes fatores podem ter
contribuido para o declinio da cultura no tempo de 48h e inviabilidade das células
observadas no tempo de 72h (figuras 14 e 15). No que tange a densidade de células
a serem plaqueadas, ela deve ser mais baixa para possibilitar a analise por tempo mais
longo, mas nao devera ser tdo baixa a ponto de impactar negativamente a taxa de

proliferagdo como ja discutido anteriormente.

O ensaio de incorporacao de MTT foi empregado na andlise das diferencas na
proliferacao celular da linhagem HT 1080 em resposta ao tratamento com PTX3.
Embora este tipo de ensaio ndo seja especifico para avaliar proliferacao celular, visto
que o resultado é a indicacdo do nimero de células viaveis no momento da leitura da
placa, muitos trabalhos, utilizam a medicao de incorporacao de MTT em tempos

diferentes a fim de inferir a proliferacao celular (Possik, 2008). Embora o ensaio de
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MTT seja adequado para avaliacao indireta da taxa de proliferacao celular, superdxidos
presentes nas células também reduzem os sais tetrazolium, gerando produtos de
formazan nao relacionados a atividade mitocondrial. Em comparagao ao MTT, o ensaio
Azul de Tripan fornece dados menos precisos sobre a proliferacdo celular, mas é mais
acurado quanto a estimativa da viabilidade celular (Wang, Yu e Wickliffe, 2011) e é
um método simples e barato. Portanto, as duas abordagens podem ser

complementares e foram adotadas nos experimentos.

Entretanto, o ensaio utilizando o MTT, conforme feito aqui, nao forneceu dados
informativos (figura 15A) uma vez que os valores de absorbancia obtidos foram muito
baixos, saindo da faixa de correlacdo entre concentracao e absorbancia conforme
descrito pela lei de Beer-Lambert. O protocolo do MTT sera aperfeicoado para os
experimentos futuros. Embora, ainda que o volume de solvente recomendado pela
literatura tenha sido criteriosamente seguido nesse ensaio (100 pl de solvente/0,31
cm?) (Tada et al., 1986), pretendemos reduzir o volume para um volume minimo capaz

de solubilizar completamente os cristais de formazan.

Portanto, para uma estimativa mais acurada do tempo de dobramento das
células e do efeito do tratamento com PTX3 sobre a taxa de proliferacdo das mesmas,
novos experimentos deverao ser conduzidos nos quais as condicdes experimentais
serao otimizadas com base nestes experimentos preliminares realizados. Desta forma,
serao revistos o tempo de privagdo das células com soro e o nimero de células
adequado para obter uma densidade inicial média. Além disso, pretende-se realizar as
analises do crescimento em intervalos de tempo menores e regulares (12-12h) e por
um tempo maior, considerando como tempo final do experimento aquele em que a
taxa de crescimento das células apresentar declinio apds a monocamada ter atingido
100% de confluéncia. Pretendemos também aperfeicoar o protocolo com MTT

reduzindo o volume de solvente para adequa-lo as nossas condicdes experimentais.

AlteragOes sutis foram observadas no citoesqueleto das células das linhagens
tumorais HT 1080 e HCT 116. Os filopddios (projecoes finas e ricas em actina da
membrana plasmatica que funcionam como antenas para as células sondarem o

ambiente e que desempenham um papel importante na migragao celular (Mattila e
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Lappalainen, 2008)) e os filamentos transcelulares de actina-F foram analisados

quanto ao nivel de abundancia e intensidade de marcacao com faloidina.

Em HT 1080, uma diminuicdao aparente na abundancia dos filopddios foi
detectada, enquanto em HCT 116 parece haver uma diminuicdo ou auséncia de
filamentos transcelulares. Esses achados, entretanto, devem ser quantificados para
que se possa afirmar com certeza que os mesmos sao significativos. Para tal, um maior
numero de campos por laminula deve ser examinado, e um nimero maior de células
analisado em cada campo. Caso sejam confirmados, poderao ser sugestivos de que
PTX3 possa exercer um papel inibitério da motilidade e da capacidade de migragdo
destas células o que pode impactar o potencial tumorigénico dessas linhagens. Yamada
e colaboradores trataram células tumorais de cancer de pulmdo com um agente que
promove a desestabilizacdo da estrutura de actina. O tratamento levou a diminuigao
de filopddios nas células e também inibiu a migracdo celular analisada em ensaio
transwell (Yamada et al., 2009). Os lamelipddios e filopddios desempenham fungao
primordial nas células influenciando uma série de eventos incluindo, adesdo e

motilidade celular e invasao tumoral.

A analise da expressao génica revelou que as linhagens HT 1080, SK-MEL 37,
HCT 116 e SK-MEL 188 expressam FGF2, sendo que as duas primeiras linhagens
parecem apresentar os maiores niveis de expressao destes fatores. (Embora as PCRs
realizadas nao sejam quantitativas, os niveis semelhantes de GAPDH, permitem esta
extrapolacdao). Todas as linhagens expressam receptores para FGF. Ha muitos casos
descritos na literatura da ativagao constitutiva da via de sinalizagdo FGF/FGFR em
células tumorais o que contribui para a tumorigénese (revisado por Beenken e
Mohammadi, 2009). Nossos experimentos nao permitem esta avaliacao. Entretanto,
pretendemos analisar por Western blot, empregando anticorpos especificos para as
formas fosforiladas de proteinas da via de sinalizacdo tais como FRS2 (fibroblast
growth fator receptor substract 2) e PLCG1 (fosfolipase C gama 1), se nas linhagens
existe a ativacdo constitutiva da via FGF/FGFR. Embora inicialmente a analise de
expressao tenha sido qualitativa com o intuito de selecionar as linhagens que
expressavam os fatores de crescimento para realizagao dos ensaios de migragao

celular e tumorigénese /n vivo, iniciadores ja foram desenhados (tabela 6 - anexo I)
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para que uma avaliacao quantitativa possa ser feita por meio de RT-PCR em tempo

real, inclusive avaliando as alteragdes no padrao de expressao promovidas por PTX3.

Os produtos amplificados por PCR utilizando como molde os cDNAs
sintetizados a partir da transcrigao reversa e iniciadores especificos tanto para NOTCH2
quanto para GAPDH sugerem haver dois tipos de problemas distintos nos RNAs
extraidos: variabilidade na integridade entre as amostras e contaminacao com DNA

gendmico.

Os genes de expressao constitutiva como GAPDH e NOTHC2 sdo essenciais ao
metabolismo basal das células e sdo expressos em niveis constantes tanto em células
sob condicdes fisiopatoldgicas quanto em células normais (Eisenberg e Levanon,
2003). Na analise utilizando iniciadores especificos para NOTCH2, foi observada grande
variacao na intensidade das bandas do produto amplificado a partir das amostras de
cDNA (figura 21). O transcrito completo de NOTCH2 possui 34 éxons e 11 Kbp. Os
iniciadores forward e reverse usados na amplificacao do transcrito NOTCH2 se anelam
dentro dos éxons 4 e 5, respectivamente, e, portanto, mais proximos a regidao 5’ do
transcrito. Uma boa amplificagao de NOTCH2 a partir de cDNAs molde indica, portanto,
boa integridade do RNA total e boa eficiéncia da transcricdo reversa. Essa estratégia
indicou, que nas nossas amostras, embora as reagdes de transcricao reversa tenham
sido realizadas no mesmo dia com os mesmos reagentes houve uma variagao de sua
eficiéncia nas amostras o que reflete uma variabilidade da qualidade do RNA total.
Além disso, uma vez que utilizamos para a transcricao reversa oligo(dT), pode ter sido

privilegiada a transcrigao reversa da por¢cao mais 3’ dos transcritos.

Como a maioria dos transcritos dos genes alvo deste estudo, apresentam
tamanho bem menor que o transcrito de NOTCH2 e muitos dos iniciadores se anelavam
na regido 3’, utilizamos uma segunda estratégia que foi avaliar a amplificagdo do gene
GAPDH a partir dos cDNAs. O transcrito completo de GAPDH possui 9 éxons e 1,4 Kbp.
Os sitios de anelamento dos iniciadores forward e reverse usados estao nos éxons 1 e
2, respectivamente, na porcao 5’ do transcrito. A figura 22 mostra que o produto
amplificado utilizando iniciadores para GAPDH variou pouco entre as diferentes
amostras de cDNA. Esses dados indicaram que apesar da qualidade do RNA total nao

ser homogénea entre todas as amostras o mesmo apresenta qualidade suficiente para
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0s ensaios propostos, incluindo a RT-PCR em tempo real na qual os amplicons sao

pequenos.

A amplificagao de um produto a partir do RNA total, utilizando iniciadores para
GAPDH, indicou a presenca de contaminacdo por DNA genémico nas amostras. Embora
o RNA total extraido ndo tenha sido tratado com DNAse para remogao do DNA
gendmico, nos valemos de estratégias para contornar tal amplificagdo indesejada. Uma
delas foi o desenho dos iniciadores preferencialmente em regides de juncao de éxons
ou, alternativamente, em éxons diferentes de forma a garantir que nao houvesse
amplificagdo a partir do DNA genomico ou que produtos amplificados de tamanhos
diferentes fossem obtidos a partir cDNA e do DNA gendmico. A construcao de
iniciadores em juncdes de éxons é reportada como um método para promover maior
especificidade nas reagdes de PCR, bem como para impedir amplificagao de

contaminantes como DNA gendmico (Shulzhenko et al., 2003).

Nas reacOes utilizando os pares de iniciadores para PTX3, FGF2, FGF8 e
FGFR1-4, foi constatada a eficiéncia da estratégia adotada na construcdo destes
iniciadores. PTX3, FGF8 e FGFR1-4 s3do iniciadores onde o forward ou reverse foram
desenhados em regido de juncdo de éxon onde é evidenciada a qualidade de
especificidade desta estratégia quando comparada com os produtos amplificados
usando iniciadores para GAPDH. Uma vez que nao houve amplificagao significativa a
partir do RNA total usado como molde, podemos inferir que as bandas visualizadas

sao produtos amplificados a partir do cDNA correspondente aos genes de interesse.

Os resultados preliminares mostrados aqui comprovam a relevancia e a
necessidade do aprofundamento desses estudos visando avaliar a agdao de PTX3 em
linhagens tumorais no contexto da presenca de FGFs e o impacto de seu papel
bioldgico nos processos neoplasicos. Neste sentido este estudo sera continuado
tomando como base os dados e procedimentos apresentados aqui para analisar todas
as demais linhagens de células tumorais. O perfil de expressdo dos genes também
sera avaliado por RT-PCR em tempo real, comparando-se o padrdo de expressao das
células em resposta a PTX3 com os controles ndo tratados. Para esta finalidade
iniciadores ja foram desenhados seguindo os critérios descritos no item 4.7.3 e os

mesmos sao apresentados na tabela 06 do Anexo I.
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Além disso, estes estudos serdao ampliados durante o meu doutoramento
quando buscaremos caracterizar a atividade bioldgica de PTX3 no desenvolvimento de
processos neoplasicos e angiogénicos /n vivo, bem como avaliar o potencial de PTX3
como indicador de neoplasias em tecidos humanos. Para tal investigaremos o padrao
de crescimento de tumores experimentalmente induzidos pela inoculagao das células
tumorais (sarcoma — HT 1080; melanoma — SK-MEL 37 e 188; codlon — HCT116)
transfectadas com o cDNA do gene PTX3 humano em camundongos hude bem como
analisaremos o impacto do tratamento sistémico e local com a PTX3 recombinante
humana e um pentapeptideo correspondente ao sitio de ligacao de PTX3 a FGF sobre
este crescimento. Pretendemos também analisar o padrao de angiogénese, inflamacao
e expressao de genes de resposta inflamatdria, nos tumores experimentalmente
induzidos, apds a sua remocdo, através de histologia, RT-qPCR, imunohistoquimica
e/ou Western Blot.

Em colaboragdo com o grupo do Laboratério de Patologia Investigativa do
Hospital A.C. Camargo em Sao Paulo, buscaremos avaliar PTX3 como potencial
biomarcador de sarcomas de pacientes humanos por imunohistoquimica através da

técnica de tissue microarray (TMA).

Com os dados gerados a partir destes estudos esperamos contribuir para a
caracterizacao da acdo de PTX3 no processo tumorigénico e angiogénico; elucidar
alguns aspectos das vias e mecanismos de acao de PTX3 os quais possam fundamentar
ou ndo seu emprego como possivel alvo farmacoldgico ou como agente antitumoral
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas antitumorais multimodais e avaliar
o potencial de PTX3 como candidato a biomarcador a ser usado no diagnostico e

prognostico de sarcomas.

Em dezembro de 2013, Ronca e colaboradores (2013) mostraram, pela
primeira vez, que PTX3 modula negativamente a proliferacao, motilidade, invasao e
potencial metastatico em células tumorais de melanoma murino através de inibicao da
via FGF2/FGFR1. Neste contexto, foi mostrado que a expressao de FGF2 estava
associada ao fenotipo prometastatico das células de melanoma na transicdo epitélio-
mesénqguima sendo responsavel pelas inimeras modificacdes morfogénicas, incluindo

polaridade e adesao celular, reorganizacao do citoesqueleto, migracdao e invasao
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(Ronca, Di Salle, et al., 2013). Em junho deste mesmo ano, estes autores também
haviam mostrado que PTX3 inibe o /oop autdcrino de estimulacao de FGF2 e FGFS,
exibindo propriedades anti-mitogénicas e anti-proliferativas em linhagens derivadas de
tumores prostaticos humanos e murinos responsivos a hormonios esteroides (Ronca,
Alessi, et al., 2013).

Os achados de Ronca e colaboradores nao podem ser tomados como
desencorajadores para a continuidade deste projeto. Eles corroboram a relevancia dos
estudos propostos neste trabalho e que esforcos devem ser feitos para agilizar a
obtencao dos nossos resultados e publicacao dos mesmos frente a competitividade

existente na area.

82



CONCLUSOES

As linhagens celulares apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes as

descritas na literatura.

A Pentraxina 3 parece modular negativamente a proliferagao celular da linhagem

tumoral derivada de fibrosarcoma humano HT 1080;

Os dados sugerem que PTX3 diminui o numero de filopddios nas células HT 1080

e a quantidade de filamentos transcelulares nas células da linhagem HCT 116.

As linhagens HT 1080, HCT 116, SK-MEL 37 e SK-MEL 188 apresentam expressao
basal de FGF2, sendo nesta Ultima a expressdao menos intensa;

As linhagens HT 1080, HCT 116 e SK-MEL 37 expressam os receptores de FGF 1
a 4 de forma constitutiva;

A linhagem SK-MEL 188 apresenta expressao basal dos receptores de FGF 1, 2 e
4;

PTX3 é expressa de forma constitutiva nas linhagens HT 1080, HCT 116, SW 480
e SK-MEL 188.
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ANEXO I

Tabela 6. Lista dos iniciadores desenhados para RT-PCR em tempo real linhagens
humanas utilizando os critérios como quantidade de isoformas, tamanho do
amplicon e conteudo GC.

Alvo

FGF2

FGF8B

FGFR1

FGFR2

FGFR3

FGFR4

FGFBP

TNFA

VEGFA

VEGFR1
(FLT1)

VEGFR2
(KDR)

PTX3

IL1B

IL8

Sequéncia do Primer

Fw: AGAGCGACCCTCACATCAAG
Rv: CGGTTAGCACACACTCCTTTG
Fw: CGGACACCTTTGGAAGC

Rv: CTTTGCCGTTGCTCTTGG

Fw: GGACGCAACAGAGAAAGACT
Rv: TGACATACAAGGGACCATCCT
Fw: GAGTGATGTCTGGTCCTTCG
Rv: ATTCTGTGTCCTTCCTTCAGC
Fw: CTTGGGGAGGGCTGCTT

Rv: TCAGTGGCATCGTCTTTCAG
Fw: GCTCAAAGACAACGCCTCT
Rv: GCAGACACCAAGCAGGTT
Fw: AGACTCACAGATGGATGACA
Rv: GCACACCAGGCTCTTG

Fw: CCCCAGAGGGAAGAGTTC
Rv: GCTTGAGGGTTTGCTACA
Fw: TGCCCACTGAGGAGTC

Rv: CTCTATCTTTCTTTGGTCTGC
Fw: ACAACAGGATGGTAAAGACT
Rv: TCAGAGAAGGCAGGAGTT
Fw: CTACAAGACCAAAGGGGCAC
Rv: CTCCTCCACAAATCCAGAGC
Fw: CGGCAGGTTGTGAAACAG
Rv: GGCACTAAAAGACTCAAGCC
Fw: GCTGCTCTGGGATTCTCTTC
Rv: TGCCACTGTAATAAGCCATCA
Fw: GCTCTGTGTGAAGGTGC

Rv: GGTTTGGAGTATGTCTTTATGC

Primer

pb

20
21
17
18
20
21
20

Amplicon Tm

79bp
102bp
125bp
117bp
116bp
109bp
121bp
122bp
126bp
87bp
130bp
101bp

107bp

77bp

56.8
56.1
53.7
54.7
54.8
55.4
54.9
54.8
57.9
54.9
55.4
55.7
52.8
53.7
54.5
52.6
53.8
50.7
51.0
52.7
55.8
55.4
54.3
53.7
55.4
54.1
53.7

51.5

%GC

55.0%
52.4%
58.8%
55.6%
50.0%
47.6%
55.0%
47.6%
64.7%
50.0%
52.6%
55.6%
45.0%
62.5%
61.1%
50.0%
62.5%
42.8%
40.0%
50.0%
55.0%
55.0%
55.5%
50.0%
55.0%
44.9%
58.8%

40.9%

Exon
junction

645/646

459/460
2605/2606
2704/2705

1790/1791
1686/1687

897/898

455/456
1430/1431
3777/3778

3119/3120

675/676

134/135
217/218
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