] | , 71 '.

MONICA ALVES NEVES DINIZ.IFERREIRA

|l1l

i 4 1 II 1“"#'!}' LN
#n.aummrmn-rrj M‘ Al A pif b
| | I
Ii|' ! ey J‘L ! 'J | ! giidy I
A AW AR s i|| i by v -
L N T
\ .
Iq"i T| nlﬂ A Il'li Fl"'I 'I m'r"'.ll'l
| WYALIACAO DA/ANi NESE,
INFLAMACAO E CR [0 TUMORAL
1 |Em CAMUNDONGOS, GQMiE LECI'-'\O
| 1.é_NICA DOS RECEP HHARA O PAF
.*': , (I;I_ R
|| i J
| i i FiE.r
! 'IIII 4. i b\ ¥ I
_.‘I‘ &ll ¥ i}
Tl % In
ey Iy
(I | R
[HA) - 15 \
I u th" fi | §
' ¥ f |I' I ilf'i"l L “'
| - Belo Horizonte i 1 .
.||' ; ,1 2006 |
il e a7 |
- | I | IR B a}M i)
Fo i 'lﬂhrlj_.!, 1.8



MONICA ALVES NEVES DINIZ FERREIRA

AVALIACAO DA ANGIOGENESE, INFLAMACAO E
CRESCIMENTO TUMORAL EM CAMUNDONGOS COM
DELECAO GENICA DOS RECEPTORES PARA O PAF
(PAFR-KO).

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacao em
Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito

parcial para a obtencao do grau de Doutor.
Area de concentracio: Fisiologia

Orientadora: Prof2. Dra. SILVIA PASSOS ANDRADE
UFMG

Laboratério de Angiogénese
Departamento de Fisiologia e Biofisica
Instituto de Ciéncias Biolégicas - UFMG
Belo Horizonte
2006



A DEUS, pela forca e luz que me permitiram chegar até aqui,

Aos meus pais, irmdos e sobrinhos fontes constantes de amor, apdio,
alegria e dedicacao,

Ao Nelder, companheiro e amigo em todas as horas,

Aos amigos, pelo apoio e convivéncia.



AGRADECIMENTOS

» Profa. Silvia Passos Andrade

e Prof. Mauro M. Teixeira

« Y. S. Bakhle (Mick)

 Luciola da Silva Barcelos

» Prof. Anilton C. Vasconcelos

» Paula P. Campos

« Fernanda Araujo

» Funcionarios do CEBIO / ICB

» Apoio Financeiro: CNPq, CAPES, FAPEMIG, PRONEX.



RESUMO

O lipidio endogeno, fator ativador plaquetario (PAF), é comumente
considerado um mediador pré-inflamatério e pré-angiogénico com base na
aplicacdo exdgena deste composto e antagonistas de seus receptores in
vitro e in vivo.

Neste trabalho, usando camundongos com inativacdo do gene (nocaute
(KO)) para o receptor do PAF (PAFR-KO) foram avaliadas varias atividades
deste mediador em dois modelos de angiogénese (modelo de implante de
esponjas; angiogénese inflamatdria e os tumores sélidos de Ehrlich e célon;
angiogénese tumoral). Nestes modelos foram caracterizadas a
neovascularizagao, a inflamacdo e a producdo de citocinas. Além disso, o
crescimento dos tumores sdlidos nestes animais foi determinado. A
angiogénese, avaliada por analise morfométrica nos implantes e pela
dosagem do conteddo de hemoglobina, nos dois tecidos estava aumentada
tanto nos implantes como no tumor de célon dos animais nocaute. Niveis
aumentados do VEGF foram predominantes nos tumores dos animais
nocaute (compativel com o aumento da angiogénese) e os do TNF-alfa
variaram entre os tecidos avaliados nos dois grupos de animais.

O acumulo de neutrdéfilos e macréofagos determinados pela atividade das
enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG)
respectivamente, nos implantes e tecidos tumorais foram significativamente
menores nos animais PAFR-KO, confirmando os efeitos pro-inflamatérios do
PAF. Os niveis da quimiocina KC foram maiores no implante dos animais
nocaute. Nos tumores, esta quimiocina foi menor apenas no tumor de
Ehrlich nestes animais. Nao houve diferenca entre os pesos dos tumores de
cdlon nos dois grupos de animais. No entanto, o crescimento do
adenocarcinoma de Ehrlich no periodo de 25 dias foi seis vezes maior nos
animais KO comparados aos selvagens. Os resultados deste estudo
mostram que a inflamacdo e a angiogénese em camundongos PAFR-KO ndo
sao eventos causais e “propomos” que o PAF enddgeno “pode ser” um
importante mediador inibitério da neo-formacdo vascular e do

desenvolvimento do tumor sdlido de Ehrlich.



ABSTRACT

The endogenous lipid, platelet activating factor (PAF), is usually
considered a pro-angiogenic mediator due to its exogenous in vitro
and in vivo effects and to studies with PAF receptor (PAFR)
antagonists in vivo. In this study, mice with gene inactivation of the
receptor for PAF (PAFR-KO) we'll used to analyze a range of activities
exhibited by this mediator. Two experimental designs were used: the
sponge implantation and the growth of solid tumors (Ehrlich and
colon) to assess neovascularization, inflammation, cytokine
production. Angiogenesis as determined by morphometric analysis
and hemoglobin content was significantly higher in the implants and
colon tumor of knock out (KO) mice compared with the wild type
(WT). VEGF content in the tumors was also, higher in these animals.
The levels of TNF-alpha were increased in Ehrlich tumor in KO mice
relative to the WT group. Neutrophils and macrophages accumulation,
as determined by myeloperoxidase (MPO) and N-
acetylglucosaminidase (NAG) were decreased in all proliferating
tissues in KO animals, supporting the pro-inflammatory effects of
endogenous PAF. The levels of the pro-inflammatory chemokines did
not follow the same pattern. The growth of colon tumor was not
different between the KO and WT mice. However, Ehrlich tumor was
six fold bigger in PAFR-KO mice than in WT animals. We have shown
that inflammation and angiogenesis in PAFR-KO mice are not
necessarily causal events and propose that PAF may be an important
endogenous inhibitor of new blood vessels formation and Ehrlich

tumor development.
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Introdugéo

1. Introducao

1.1 Fator Ativador de Plaquetas (PAF)

Um grande numero de fosfolipidios estruturalmente
relacionados, alguns dos quais gerados de maneira nao regulada,
pertencem a familia dos fatores ativadores de plaquetas ou PAF (1-O-
alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina). O termo “PAF” na grande
maioria dos trabalhos se refere a 1l-alquil ou 1-acil
glicerofosfocholinas que contém grupos acil sn-2 pequenos e/ou
oxidados e que sao reconhecidos pelo receptor PAF presente na
superficie de uma grande variedade de células.

Embora, o fator ativador de plaquetas seja geralmente
considerado como uma Unica molécula com diversos e potentes
efeitos bioldgicos, ha uma variedade de moléculas fosfolipidicas,
estruturalmente relacionadas, que compartilham muitas das mesmas
atividades fisioldgicas. A estrutura quimica destas moléculas
influencia na poténcia bioldgica do PAF. A analise espectral de massa
realizada no PAF sintetizado de polimorfonucleares (PMN) humano
mostrou, a presenca de diferentes espécies moleculares de alquil-PAF
e a producao de acil-PAF. Investigacdes feitas sobre a poténcia de
alquil-PAF e acil-PAF in vitro, usando plaquetas de coelho, PMN
humanos e coragdo isolado de cobaia e in vivo sugerem que, as
diferencas nas propriedades bioldgicas destas espécies moleculares
de PAF podem estar relacionadas a variacdes nas propriedades
biofisicas como, concentracdo micelar critica®, afinidade de ligagdo
com albumina, ou na existéncia de mais de um subtipo de receptor
para o PAF (Montrucchio et al., 2000).

! A concentragdo onde inicia o processo de formacdo de micelas (agregados de moléculas formados em solugdo
aquosa).

12



Introdugéo

A estrutura molecular do PAF foi descoberta através de
investigacdes paralelas sobre duas diferentes atividades bioldgicas: a
primeira estava presente no sangue de coelhos com choque
anafilatico e era capaz de ativar plaquetas. A segunda era provocada
por um lipidio presente no rim que era capaz de abaixar a pressao
sangliinea. Um novo campo de pesquisa emergiu quando a estrutura
dos compostos responsaveis por ambas as respostas foi mostrado ser
o 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina (PAF) FIG. 1 (Prescott et
al., 1990; Venable et al., 1993).

CH,C-0-CH O CH

| 4l

H,C-0-P-0-CH,-CH~-N-CH

0" CH,

=
=

-
|

Fator Ativador de Plaquetas
(PAF)

FIGURA 1 - ESTRUTURA MOLECULAR DO FATOR ATIVADOR DE
PLAQUETAS (PAF).

O PAF foi o primeiro mediador lipideo, derivado de fosfolipidios,
a funcionar como um mediador intercelular e também como
mensageiro intracelular. Esta sinalizagdo resulta da ligacao do PAF a
receptores especificos e ndo de efeitos fisico-quimicos sobre a
membrana plasmatica de células alvo. Para que o PAF seja

biologicamente ativo é necessario que sua molécula apresente
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Introdugéo

caracteristicas estruturais bem especificas de modo que possa se ligar
a moléculas de receptores e enzimas envolvidas no processo de
degradacao e/ou de sintese. Seu reconhecimento como substrato é
importante pois, se a degradacao enzimatica nao fosse especifica
para esta estrutura ndo usual de fosfolipidio, haveria uma hidrdlise
continua de fosfolipidios estruturais (Venable et al., 1993; Prescott et
al., 2000).

Uma variedade de células que participam do processo
inflamatdrio como os mondcitos/macréfagos, neutréfilos, eosindfilos,
basdfilos e plaquetas produzem PAF (Camussi et al., 1990; Triggiani
et al., 1991). As células endoteliais humanas produzem PAF quando
estimuladas por varios mediadores inflamatdrios tais como trombina,
angiotensina II, vasopressina, leucotrienos C4 e D4, histamina,
bradicinina, elastase, catepsina G, perdxido de hidrogénio (H,0,),
plasmina, interleucinas (IL)-8 e IL-1a, e fator de necrose tumoral
(TNF)-a (Camussi et al., 1983; Montrucchio et al., 1996).
Cardiomidcitos lesados também sintetizam PAF (Janero & Burghardt
1990).

Muitos tipos celulares que sintetizam PAF, incluindo células
endoteliais, expressam receptores para este mediador em sua
superficie e sdo alvos para a sua acao (Bussolino et al., 1996).

O PAF é biologicamente sintetizado principalmente por duas
vias. Uma é a "“via de remodelagem”, utilizada por células
inflamatorias estimuladas. A outra, a “via de novo” ocorre
principalmente no rim e no sistema nervoso central (Montruchio et
al., 2000).

A sintese do PAF é altamente regulada e freqlientemente
envolve um mecanismo de dois passos. O primeiro € a hidrélise de
um acido graxo de cadeia longa esterificado na posicao sn-2 do
“arcabouco” de glicerol do 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina

e é catalisada pela fosfolipase A, citosdlica; subseqiientemente o

14



Introdugéo

produto desta hidrélise (liso-PAF) ¢é acetilado por uma acetil
transferase para produzir PAF bio-ativo (Snyder et al., 1985). Os
efeitos bioldgicos do PAF s3ao mediados pela ligacdo a proteina G
acoplada ao receptor que reconhece especificamente o PAF e lipideos
“PAF-like” (Honda et al., 1991; Mclntyre et al., 1999). O receptor
murino do PAF tem sido deletado por recombinacdao homdloga e
também super expressados, produzindo importante compreensao
sobre o papel bioldgico e fisiopatoldgico do sistema de sinalizagao do
PAF (Ishii et al., 1998).

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdao parte da
familia de receptores compostos de sete dominios transmembrana.
Estes receptores sao tradicionalmente expressos na membrana
citoplasmatica das células. Entretanto, existem evidéncias crescentes
de que alguns peptideos possuem seus receptores GPCRs,
localizados no nucleo e na regido perinuclear (Bkaily et al., 2000;
Gobeil et al 2003). O receptor do PAF faz parte da familia GPCRs e,
existem evidéncias farmacoldgicas que ddo suporte para a presenca
de sitios de ligacdo intracelular do PAF (Bazan, 1998; Liu et al.,
2001). Marrache et al., 2002 usando técnicas variadas e modelos de
estudo in vitro e in vivo, demonstraram a geracao de PAF e a
presenca de receptores PAF funcionais no nucleo. Também foi
demonstrado por esses pesquisadores que, a estimulacdo destes
receptores nucleares induzem a expressao dos genes da
ciclooxigenase 2 (COX-2) e oOxido nitrico sintase induzida (iNOS); e
gque esta inducao é dependente de proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPK quinase) e fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB).
Nesse trabalho, também fica evidente que os segundos mensageiros
ligados aos receptores PAF de membrana e nuclear do mesmo tipo
celular sao diferentes. Tem sido postulado que os receptores de
superficie e os intracelulares teriam fungdes distintas. Os efeitos

paracrinos (efeitos imediatos) seriam mediados pelos receptores da
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membrana celular, enquanto os efeitos intracrinos (regulacao de
transcricdo génica) poderiam ser dependentes dos receptores
nucleares. A nocdo de receptores nucleares funcionais é reforcada
pela presenca de sinalizacdo efetora no nudcleo. Esta sinalizacao
envolve proteinas G, canais ib6nicos, fosfolipases A, C e D,
adenilatociclase, éxido nitrico sintdse, proteinas quinases ativadas por
mitdgenos (MAPKs) e NF-kB (Gobeil et al., 2003).

Varios mecanismos regulam o sistema de sinalizacao envolvido
com o PAF. Estes mecanismos incluem uma sintese rigorosamente
controlada, uma regulacdao espacial da liberacdo do PAF, expressao
celular especifica de receptores de PAF e uma rapida degradacao do
PAF por acetilhidrolases extra e intracelular. PAF-acetilhidrolases
(PAF-AH) sdo enzimas responsaveis pela degradacdao do PAF e de
fosfolipidios oxidados (compostos PAF-like) com pequenos residuos
na posicao sn-2. As avaliagOes bioquimicas realizadas em mamiferos
revelaram a existéncia, de pelo menos trés tipos de enzimas PAF-
acetilhidrolases, as PAF-AH intracelular tipo I e II e a PAF-AH
plasmatica (Hattori et al, 1995,). Evidéncias experimentais e clinicas
tém mostrado que, o sistema de sinalizacdo do PAF esta envolvido na
transferéncia de informagdes nos processos inflamatdrios e
trombodticos. Por essa via de sinalizacdao, do receptor do PAF, é
induzida uma resposta homeostatica celular entretanto, essa
sinalizacdo também pode mediar eventos patoldgicos se estiver
desregulada e, esse é um mecanismo de doenca. A PAF-AH
plasmatica é um fator chave envolvida nessa regulacao e seus niveis
sao modulados na inflamacgao, nas lesdes pela sepse e em outras
condicOes patologicas (Tjoelker et al., 1995; Prescott et al., 2000;
Faria-Neto et al., 2005).

O desenvolvimento de antagonistas do PAF tem contribuido
para a identificacdo de receptores especificos do PAF e também para

a aplicacao clinica das pesquisas sobre o PAF. Existem trés classes
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estruturais de antagonistas do PAF. A primeira de produtos naturais,
como o BN 52021, um terpenoide derivado de Ginkgo biloba, um
antagonista competitivo do PAF. Na segunda classe encontram-se
substancias com estruturas sintéticas analogas ao PAF como o CV
3988, CV 6209, TCV 309, E 5880. A terceira classe compreende os
outros compostos sintéticos cuja estrutura quimica nao é analoga ao
PAF tais como o WEB 2086 (Apafant), UK 74505 (1,4-dihidropiridina),
Modipafant (UK 80067, (+)- enantibmero do UK 74505), BB 882
(Lexipafant) (Terashita et al., 1983; Casals-Stenzel et al., 1987;
Braquet et al., 1991; Ishii & Shimizu 2000).

O UK 74505 tem sido administrado por via oral ou intravenosa
e demonstrou ser extremamente ativo em animais de varias
espécies. Doses i.v. de 30 e 100ug/kg de UK inibiu a resposta bronco-
constritora do PAF em cobaias sem afetar a pressao arterial ou o
débito cardiaco (Alabaster et al.,, 1991). O aumento da
permeabilidade vascular cutdnea em ratos pela administracao
intradermica de PAF também foi inibida pelo UK 74505 (Alabaster et
al., 1991). Parry et al., 1994 utilizando UK 74505 em plaquetas de
coelho inibiram a agregacao dessas células, induzida pelo PAF. Este
antagonista foi 10-30 vezes mais potente que o WEB 2086 na inibicao
dos efeitos, hipotensor em ratos, na permeabilidade vascular cutanea
em cobaias e na letalidade em camundongos, induzidos pelo PAF
(Alabaster et al., 1991; Parry et al., 1994). Estes efeitos
demonstraram ser o UK 74505 um potente e seletivo antagonista do
PAF in vitro e in vivo (Alabaster et al., 1991; Parry et al., 1994). UK
74505 (0,5mg/kg), administrado i.v. inibiu a formacao de edema e a
agregacao plaquetaria induzida pelo PAF exdgeno (Pons et al., 1993;
Miotla et al., 1998).

O PAF induz nos PMNs polarizacdo da célula, aumento de
motilidade, desgranulacao e redistribuicdao de ligantes de superficie,

respostas importantes na inflamacdo. A adesdao de PMNs é mediada
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por alteracdes dependentes de ativacao que modificam a afinidade e
avidez das integrinas B> em sua superficie. (Prescott et al., 2000).

In vitro, o aumento na permeabilidade da monocamada
endotelial, a contracdo de musculo liso e do miométrio e os efeitos
arritmogénico inotrépico® negativo® sobre o musculo cardiaco s3o
efeitos atribuidos ao PAF (Montrucchio et al., 2000).

Na inflamagdo, o PAF tem acOes bem caracterizadas, mediando
interagdes célula-célula em modelos de inflamagdo aguda e crbnica
em praticamente todos os 6rgdos. Estudos mostram que o PAF pode
mediar sinalizagdo paracrina atuando em pequenas distadncias. Em
alguns casos, o PAF também pode atuar de maneira autdcrina,
intacrina e enddcrina (Bazan et al., 1991; Prescott et al., 2000). Este
ultimo modo de acdo é controlado por uma PAF-acetilhidrolase do
plasma, a qual limita a meia-vida do PAF em poucos minutos no
sangue humano e de animais experimentais. Experimentos usando
modelos de inflamacdao aguda tém também demonstrado, que a
sinalizacdo pelo PAF pode ocorrer entre células intimamente
justapostas - sinalizagdo justdcrina®. Estes modelos também
demonstraram que o PAF atua cooperativamente com proteina de
adesdo, a P-selectina, na superficie da célula endotelial, e que a
resposta de ativacdo desencadeada pelos sinais enviados, via
receptor do PAF, a célula alvo modifica mais a interacdo intercelular
(Prescott et al., 2000).

O PAF é um potente fosfolipidio pro-inflamatorio com diversos
efeitos fisioldgicos e patoldgicos. Em alguns sistemas suas agdes sao
realizadas em concentracdes tdo baixas quanto 10**M e quase
sempre a 10°M quando age como um mensageiro intercelular
(Prescott et al, 1990; Montrucchio et al., 2000).

2 Que influencia a contratilidade do tecido muscular.

3 Enfraquecimento da agdo muscular.

“Justacrina: é um tipo especial de sinalizacdo paracrina. Ocorre quando a molécula sinalizadora estiver
estabilizada na membrana da célula e ligar-se a um receptor na membrana plasmatica de outra célula.
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Os estudos envolvendo o PAF tém mostrado que os efeitos
fisiologicos desses mediadores devem-se somente a um membro
desta familia de moléculas, o analogo contendo um grupo sn-acetil.
Esse fosfolipidio biologicamente ativo é mediador de processos tao
diversos quanto cicatrizacao de feridas, inflamagao, apoptose,
angiogénese, reproducdo e potencializacdo® de longa duracdo. (Ben
Ezra, 1978; Form & Auerbach, 1983; Kanayasu et al., 1989; Andrade
et al., 1992b; Tsopanoglou et al., 1994; Bussolino et al., 1995;
Camussi et al., 1995; Jackson et al., 1998; Stafforini et al., 2003).

O PAF in vivo, usando matrigel, mostrou uma resposta
angiogénica  dose-dependente, a qual em concentragdes
farmacoldgicas (1-5 pM) ndo requer heparina mas, em concentragoes
fisiolégicas (5-50 nM) o efeito foi dependente desta substancia
(Camussi et al., 1995).

Perguntas do tipo, como pode um mediador estar envolvido em
tantas vias diferentes? e como um mediador pode originar uma
grande diversidade de agdes? sao respondidas por Stafforini et al.,
2003, mostrando que pelo menos trés observacdes corroboram estes
fatos. Primeiro, uma variedade de estimulos trombdticos e
inflamatodrios ativam vias envolvidas na sintese regulada do PAF,
fazendo assim do PAF um mediador “unificador” para multiplas
moléculas sinalizadoras. Segundo, o receptor especifico com o qual os
membros desta familia interagem é expresso na superficie de uma
grande variedade de tipos celulares, tornando possivel ao PAF atuar
em diversos tecidos e 6érgaos. Terceiro, a ocupacao do receptor do
PAF gera sinais especificos que sdo transduzidos usando diferentes
moléculas efetoras em cada tipo celular.

Varios trabalhos tém demonstrado que quando as células

endoteliais sao estimuladas com VEGF, fator de necrose tumoral

5Intera(;éto entre dois ou mais farmacos ou agentes que resulta em uma resposta farmacologica maior que
a soma das respostas individuais de cada farmaco ou agente.
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(TNF)-a e com o Fator de crescimento de hepatécitos (HGF) elas
produzem PAF. Tais observacdes podem ser de particular relevancia
no estudo do crescimento e, angiogénese tumoral pois, o PAF tem
sido detectado em lesdes neoplasicas tais como sarcoma de Kaposi
(KS) e carcinomas de mama. Muitas linhagens de células tumorais
em cultura produzem PAF ou respondem a sua estimulacao e
camundongos transgénicos que super expressam o0 PAFR
desenvolvem tumores melanociticos (Camussi et al., 1997; Ishii et
al., 1997; Montrucchio et al., 1998). As observacdoes de que o
aumento na colonizacao do pulmado por células de melanoma (B16-
F10) inoculadas em animais tratados com interleucina (IL)-1 e TNF-a
podem ser prevenido pelo antagonista do PAF BN 50739, sugere o
envolvimento deste mediador no processo de metastase (Im S-Y et
al.,, 1996). A utilizacao de WEB 2086 em experimentos com
melanoma e carcinoma de coélon demonstrou ser este antagonista
capaz de inibir a adesdao dessas células ao endotélio vascular
corroborando a idéia do favorecimento dessa adesdao ser devido ao
PAF (Im S-Y et al., 1996; Mannori et al., 1997). Assim, esses dados
sugerem um papel para o PAF na biologia dos tumores.

Na literatura ha evidéncias demonstrando os efeitos do PAF
exdgeno como um indutor efetivo da angiogénese in vivo (Andrade et
al, 1992b; Jackson et al., 1998) e, como um indutor do
desenvolvimento tumoral (Bussolino et al., 1995; Kume & Shimizu,
1997). Os fibroblastos imortalizados derivados do rim de ratos
normais (células NRK), superexpressam receptores PAF. O fator de
crescimento epidermal (EGF) é fortemente inibido pelo PAF exdgeno
induzindo o crescimento mitético (Kume & Shimizu, 1997). Sabe-se
ainda, que células de carcinoma humano de cdlon expressam PAFR, a
proliferacdo das células malignas é inibida, sua diferenciacao é
induzida e ocorre ativacao concomitante de proteinas cinases

ativadas por mitdégenos (ERK, Mek e quinases N-terminal Jun) nestas
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células, em resposta ao tratamento com PAF. Estes dados apontam o
PAF com um modulador da proliferacao e diferenciacao das células do
carcinoma de célon humano (Wang & Chakrabarty, 2003). Embora
haja todas estas evidéncias sobre o efeito do PAF exdgeno, os efeitos
do PAF enddgeno na angiogénese e no desenvolvimento tumoral sdo
menos convincentes.

A manipulacdo genética de camundongos representa uma
poderosa ferramenta experimental para o estudo da importancia
funcional de componentes génicos especificos em sistemas
fisioldgicos complexos, além de possibilitar o estudo das
conseqiéncias dessas alteracbes génicas em varias condicOes
patologicas. Varios modelos de camundongos, com alteracdes
genéticas no sistema vascular tém contribuido para elucidar
processos biolégicos complexos e, doengas cujo componente
angiogénico é predominante, tais como aterosclerose (Carmeliet et
al., 1998; Faraci & Sigmund, 1999).

Estudos em camundongos transgénicos com super expressao de
receptores de PAF (PAFR) mostraram que estes animais desenvolvem
tumores de pele apds envelhecimento. Estes achados fornecem um
novo insight sobre o papel do PAF na morfogénese da derme bem
como sobre a atividade mitogénica do PAF e PAFR in vivo (Ishii et al.,
1997).

1.2 Angiogénese

O desenvolvimento e o funcionamento adequado dos tecidos
dependem de um suprimento de oxigénio, nutrientes, moléculas e
células do sistema imune. Esse suprimento é fornecido através dos
vasos sangiineos. No embridao o plexo vascular primitivo se origina

do mesoderma por vasculogénese. Uma diferenciacdo in situ de
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células precursoras indiferenciadas, os angioblastos, para células
endoteliais que se reinem formando uma rede vascular primitiva
(FIG. 2) (Risau, 1997; Jain, 2003).

Os angioblastos se diferenciam em células endoteliais que
formam artérias, veias, linfaticos e podem gerar pericitos e células
musculares lisas da parede vascular (Yamashita et al., 2000).

O plexo vascular primitivo consiste numa teia de tubos e sacos de
células endoteliais, os quais posteriormente sofrem remodelamento
transformando-se em uma rede vascular madura. O remodelamento
envolve a formacao de pequenos e grandes vasos, o estabelecimento
de um fluxo direcional, as associacdes com células murais, também
denominadas células periendoteliais (pericitos e musculo liso) e o
ajuste da densidade vascular para satisfazer as exigéncias
nutricionais do tecido. Na fase inicial o plexo vascular é exuberante e
o ajuste final da densidade vascular envolve a regressao dos vasos
desnecessarios (Benjamin et al., 1998).

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por
Hertig para descrever a vascularizagao na placenta. O estudo
sistematico da angiogénese teve inicio com Judah Folkman, e
progressivamente foram desenvolvidos varios modelos in vitro e in
vivo para o estudo de seus mecanismos moleculares, modulagao e a
sua importancia nos processos fisioldgicos e patoldgicos (Folkman &
Brem, 1992).

Atualmente o termo angiogénese tem sido empregado para
descrever o crescimento de brotos endoteliais a partir de vénulas
pos-capilares preexistentes e para demonstrar os processos de
crescimento e remodelamento de uma rede vascular primitiva em
uma complexa. A angiogénese envolve distintas formas de
crescimento vascular. Elas tém inicio com a dilatacdo de vénulas
preexistentes, as quais podem sofrer brotamento, ou tornarem-se

divididas por colunas de células periendoteliais, processo denominado
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intussuscepcdo ou, por pontes de células transendoteliais, as quais
dividem o vaso em capilares distintos (FIG. 2) (Benjamin et al.,
1998; Carmeliet, 2000).

No individuo adulto, novos vasos surgem principalmente por
angiogénese, embora a vasculogénese também possa ocorrer. Essa
neovascularizacao também acontece pelo recrutamento de células
semelhantes aos angioblastos, denominadas células progenitoras
endoteliais (EPCs), da medula d6ssea (Conway et al., 2001)

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
crescimento vascular diferem nos varios tecidos assim, os neovasos
terdo aspectos morfoldgicos e funcionais de acordo com as
necessidades de cada tecido. Essa heterogeneidade das células
endoteliais é determinada pela expressao e atividade de fatores
angiogénicos (p.ex. VEGF, Angiopoetina (Ang)-1) que variam
grandemente em diferentes tecidos e, por fatores angiogénicos
orgao-especificos que determinam a alteracao angiogénica, mas de
modo especifico para os diferentes érgaos (Benjamin et al., 1998;
Carmeliet, 2000; Carmeliet, 2003).
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FIGURA 2 - FORMAGAO VASCULAR. O esquema mostra a vasculogénese,
os tipos de angiogénese:brotamento, o mais freqlente;
intussuscepcao e pontes trans-endoteliais e o recrutamento de
células progenitoras endoteliais (EPCs) da medula ossea.
Modificado de Carmeliet, P. (2003). Nat Med, 6(4), 389-395.

Embora as células endoteliais sejam o foco da atencdo, elas
sozinhas podem iniciar, mas ndo completar a angiogénese. As células
periendoteliais sdo essenciais para o amadurecimento vascular. Essas
células estabilizam o vaso nascente através da inibicao da migracao e
da proliferacao endotelial, e por estimular a produgao de matriz
extracelular. Elas proporcionam controle homeostatico e protegem o
novo vaso contra rupturas ou regressao (Carmeliet, 2000).

As etapas da angiogénese envolvem vasodilatacdao e aumento da
permeabilidade vascular em resposta ao Oxido nitrico e VEGF,

degradacao da membrana basal por metaloproteinases, perda das
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juncdes entre as células endoteliais pela acdo do ativador do
plasminogénio, migracdao e proliferacdo das células endoteliais,
formacao de corddes endoteliais, formacao de membrana basal,
maturacdo e remodelamento, recrutamento de células periendoteliais
(FIG. 3) (Jain, 2003).

A angiogénese esta sujeita a um complexo sistema de controle
com fatores angiogénicos e antiangiogénicos (angiostaticos). No
individuo adulto o crescimento vascular esta sob rigoroso controle,
havendo uma predominancia dos fatores angiostaticos sobre os
angiogénicos. A neovascularizacao s6 ocorrera quando esta relacao
for inversa. Como exemplo de fatores angiostaticos temos os
pericitos, varios componentes da matriz extracelular como
endostatina (O’Reilly et al., 1997) e tumstatin (Maeshima et al.,
2000), fragmentos de colageno tipo XVIII (matriz extracelular - MEC)
e IV (membrana basal) respectivamente, trombospondina e de
fatores pro-angiogénicos, a injuria, hipdxia, citocinas (VEGF, TNF-a),
guimiocinas, angiogenina, células inflamatérias (D’amore &
Thompson, 1987; Bernardini et al., 2003).
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FIGURA 3- ETAPAS DA ANGIOGENESE. Modificado de Robbins & Cotran.
Patologia Estrutural e Funcional. 62 ed.

Em circunstdncias normais a formacdo de novos vasos
sangliineos ocorre durante a cicatrizacao de feridas; regeneracao de
orgaos; no sistema reprodutor feminino na maturacdo do foliculo

ovariano, na formacdao do corpo IlUteo, na regeneracao do
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endométrio apds o ciclo menstrual, na implantacdo do ovo e na
formacdo da placenta. A angiogénese também é um fator importante
em varios processos patoldgicos como no crescimento e metastase de
tumores, na artrite reumatdide, na retinopatia diabética, na psoriase,
obesidade, aterosclerose, isquemia, osteoporose, e outras (Reynolds
et al., 1992; Folkman, 1995; Burke & DeNardo, 2001; Carmeliet,
2003; Hoeben et al., 2004).

1.3 Inflamacao

A inflamacdo é uma reacdo complexa a varios agentes, que
consiste de respostas vasculares, celulares (migracao e ativacao de
leucocitos) e reacOes sistémicas. A resposta inflamatoria esta
intimamente ligada ao processo de reparo. Os tecidos, células e
outros componentes envolvidos na inflamacgao, incluem o fluido e as
proteinas do plasma, as células circulantes (neutréfilos, mondcitos,
eosinofilos, linfocitos, baséfilos e plaguetas), os vasos sanglineos e
os componentes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo
(mastdcitos, fibroblastos, macréfagos, linfocitos, proteinas fibrosas
estruturais, glicoproteinas de adesao e proteoglicanos) (Kumar et al.,
2005).

As reacoes vasculares e celulares da inflamacao sao mediadas
por fatores quimicos derivados de proteinas ou de células plasmaticas
e sao produzidos ou ativados pelo estimulo inflamatério. Esses
mediadores agem solitariamente, em conjunto ou em seqliéncia,
amplificando a resposta inflamatéria e influenciando sua evolucdo.
Células e tecidos necroéticos também podem desencadear a formacao

de mediadores da inflamagao (Kumar et al., 2005).
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As reacoes inflamatorias podem ser desencadeadas por varios
estimulos, infeccdes, trauma, agentes fisicos e quimicos, necrose,
corpos estranhos e reacdes imunoldgicas (Kumar et al., 2005).

Os patologistas costumam classificar a inflamacao em aguda e
cronica de acordo com as caracteristicas morfoldgicas observadas. As
principais caracteristicas da inflamacao aguda sdo a exsudagao de
fluido e proteinas plasmaticas (edema) e a migracdao de leucdcitos,
predominantemente de neutrofilos. A inflamacdo cronica esta
associada com a presenca de linfocitos e macrofagos, proliferacao de
vasos sangiineos, necrose tissular, e fibrose. A inflamagao termina
gquando o estimulo é eliminado e os mediadores secretados sao
destruidos  ou dispersos. Existem  também mecanismos
antiinflamatorios ativos que modulam a resposta e evitam que ela
seja exacerbada (Kumar et al., 2005).

No decorrer do processo inflamatério, fase cronica, € geralmente
observada tentativas de cicatrizacdo pela substituicao do tecido
lesado por tecido conjuntivo. Isso é efetuado através da proliferacao
de vasos sangiineos (angiogénese) e por fibrose. A cicatrizacao,
bem como a regeneragao sao processos de reparo. A regeneracao
ocorre em tecidos com alta capacidade proliferativa enquanto, suas
células tronco nao forem destruidas, permitindo a esses tecidos
renovarem-se continuamente e regenerarem-se apds uma lesdo. A
cicatrizacao é, em geral, uma resposta fibroproliferativa em tecidos
incapazes de regeneracao. Nos processos de reparo a matriz
extracelular (MEC) tem importantes funcdes atuando como fonte de
fatores de crescimento, é importante para as interagdes célula-célula
e também funciona como suporte para a adesdao, migracao e
proliferacao celular. A sintese e degradacao da MEC acompanham a
morfogénese, a cicatrizacdo de feridas e os processos fibroticos
cronicos, bem como o desenvolvimento tumoral e as metastases
(Kumar et al., 2005).
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1.4 Citocinas e quimiocinas pro-angiogénicas e pro-
inflamatodrias

As citocinas sdo polipeptideos mediadores locais, envolvidos em
varios processos bioldgicos importantes tais como imunidade e
inflamacao. As citocinas participam da imunidade inata, apresentacgao
de antigeno, diferenciacdao de células da medula o6ssea, ativacao e
recrutamento celular, expressdao de moléculas de adesao, regulacao
do crescimento e diferenciacao celular, influenciam a implantacdao do
embridao e o desenvolvimento fetal, e podem ser importantes em
doencas ndo imunoldgicas (Feldmann et al. 1996; Miller, 2002;
Borish & Steinke, 2003).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma
citocina, considerada como um dos mais importantes fatores
proangiogénicos. Ele, também potencia o aumento de permeabilidade
microvascular que pode preceder ou acompanhar a angiogénese
(Hoeben et al., 2004).

O VEGF foi purificado em 1983 por Senger et al. e,
posteriormente, por Ferrara & Henzel e Plouet et al em 1989. Possui
atividade mitogénica de células endoteliais com grande afinidade por
seus sitios de ligacdo, os receptores nas células endoteliais flk-1 e flt-
1(Leung et al., 1989; DeVries et al., 1992). O VEGF pode ser
expresso por diferentes tecido, incluindo cérebro, rim, figado e baco,
além de muitos tipos celulares (Veikkola & Alitalo, 1999; Hoeben et
al., 2004).

A transcricao do mRNA do VEGF pode ser induzida pela
secrecao de diferentes fatores de crescimento e citocinas, incluindo,
PDGF, EGF, TNF-a, TGF-B e IL-1B (Veikkola & Alitalo, 1999; Akagi et
al., 1999; Enholm et al., 1997). Os niveis de VEGF liberados sao

regulados, principalmente, pela tensdo de oxigénio no tecido.
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Condicoes geradoras de hipdxia induzem, rapidamente, um aumento

da producao e secrecao de VEGF local (Ferrara & Alitalo, 1999).

Em experimentos realizados in vivo o VEGF mostrou atuar na
regulacao da permeabilidade vascular, importante passo para a
iniciacdo do processo angiogénico. Durante a embriogénese, o VEGF
também esta presente promovendo a diferenciacao e proliferacao de
células endoteliais e a formagao de vasos imaturos (Dvorak et al.,
1995).

Além de sua funcdo durante a angiogénese, o VEGF possui
papel crucial em algumas condicOes fisioldgicas do organismo. Ele é
detectado no ovario durante a formacao do corpo luteo, no utero
durante proliferacdo endometrial e no sitio de implantacdo do
endométrio (Ferrara et al., 1998). Elevados niveis de VEGF sao
detectados durante a fase proliferativa de processos de cicatrizagao
de feridas (Nissen et al., 1998). O VEGF é igualmente detectavel em
areas onde as células endoteliais permanecem quiescentes, tais como
pulmao, coracdao e cérebro, sugerindo que esta citocina possui papel

de fator de sobrevivéncia nestes tecidos (Liekens et al., 2001).

O fator de necrose tumoral (TNF) é representado por dois
polipeptideos homodlogos derivados de fagdcitos mononucleares e
linfocitos (TNF-a e TNF-B). TNF também é produzido e secretado por
neutrofilos, células natural killers (NK), células endoteliais, mastdcitos
e algumas células tumorais (Sherry & Cerami 1988; Borish & Steinke
2003).

Os TNF-a e B exercem suas atividades bioldgicas através de
ligacdo a dois distintos receptores na membrana celular - TNFR1 (55-
60 kDa) e TNFR2 (70-80 kDa) - com afinidades similares, produzindo
efeitos semelhantes mas ndo idénticos (Tartaglia & Goeddel, 1992;
Grell et al., 1995) e ativando varias vias de sinalizacdo (Gupta,
2002). O TNF-a sinaliza também pela ativacdo de NF-kB (fator de
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transcricao nuclear kB - fator essencial para a sobrevivéncia de

muitos tipos celulares) (Gupta, 2002).

O TNF é um dos principais mediadores das reacoes
inflamatdrias, imunoldgicas, e patofisioldgicas (Fiers, 1991). Essa
citocina induz imunidade anti-tumoral através de efeitos citotoxicos
diretos sobre as células cancerosas e pela estimulacdo da resposta
imune anti-tumor. Ela também interage com as células endoteliais
induzindo a expressdao de moléculas de adesao intercelular (ICAM)-1,
moléculas de adesao da célula vascular (VCAM)-1 e E-selectina,
permitindo desta forma o acesso dos granuldcitos ao local da
inflamagdo. O TNF é um potente ativador de neutrofilos, mediando a
aderéncia, quimiotaxia, degranulacdo e a explosdo respiratdria. E
responsavel pela caquexia observada em infeccOes cronicas e no
cancer; além de induzir permeabilidade vascular, tém efeito
inotrépico negativo e, € um importante mediador do choque séptico
(Sedgwick et al., 2000; Borish & Steinke, 2003).

O fator de necrose tumoral induz a producao de autacoides em
células endoteliais, incluindo prostanoides (particularmente PGI,),
fator ativador de plaquetas (PAF) e 6xido nitrico (NO). E a sintese de
uma proteina semelhante a elastase é o efetor final da producdo de
PAF. O PAF expresso na superficie da célula endotelial coopera com
moléculas de adesdao na transmigracdo leucocitaria e pode preparar
ou ativar células circulantes ou as proprias células endoteliais. O PAF
produzido pelo endotélio também é um mediador secundario da
angiogénese induzida por citocinas inflamatérias (Mantovani et al.,
1997). O TNF e a IL-1 também induzem a producdao de varias
citocinas pelas células endoteliais, incluindo variadas quimiocinas,
fatores estimuladores de colonias (CSFs), IL-6 e a propria IL-1
(Mantovani et al., 1997).
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As células endoteliais expressdao TNFR1 e 2, sendo o ultimo o
mais abundante na membrana celular. O TNFR1 é expresso em
baixas concentracdes na membrana, mas é no total mais abundante,
e é detectavel principalmente no complexo de Golgi e nos vacuolos
citoplasmaticos (Bradley et al., 1995). O TNF ativa as células
endoteliais predominantemente via o receptor TNFR1 (Paleolog et al.,
1994). A forma transmembrana do receptor TNFR2 é o primeiro
ligante do TNF e, pode ter um importante papel nas interagcoes entre

as células endotelial e mondcito (Grell et al., 1995).

Frater-Schroder et al., 1987 demonstraram in vitro que o TNF-a
inibe a proliferacdo de células endoteliais de aorta e de capilares
cerebrais e as células musculares lisas. Entretanto, em ensaios na
cornea de coelhos e na membrana corion-alantoica esta citocina
demonstrou um efeito estimulador da angiogénese (Frater-Schroder
et al., 1987; Leibovich et al., 1987).

O TNF-a é tido como um mediador de sobrevivéncia para varios
tipos celulares incluindo as células endoteliais €, esse efeito deve-se a
ativacao do fator NF-kB (Gupta, 2002; Clermont et al., 2003; Peiretti
et al., 2005). Entretanto, ele também pode induzir apoptose (Gupta,
2002) .

O TNF-a aumenta a expressao de VEGF e dos receptores desta
citocina nas células endoteliais (Balkwill & Mantovani, 2001). Usando
implantes subcutdneos de esponja em animais geneticamente
deficientes para o receptor TNFR1, foi observada diminuicao da
angiogénese e dos niveis de VEGF (Barcelos et al., 2005). Estes
achados exemplificam as propriedades angiogénicas atribuidas ao
TNF.

O TNF-a tem sido detectado em células malignas e em células
do estroma de tumores de ovario, mama, prostata, bexiga, célon,

linfomas e leucemias. O TNF tem um papel paradoxal na evolugao e

32



Introdugéo

no tratamento de tumores malignos. Quando ele é administrado em
altas doses e localmente observa-se destruicdao seletiva dos vasos
sangliineos tumorais e possui poderosa acao anti-cancer. Entretanto,
quando produzido cronicamente, o TNF pode agir como um promotor
tumoral enddégeno, contribuindo para o remodelamento tecidual e o
desenvolvimento do estroma necessarios ao crescimento e
disseminacao do tumor (BalkWill, 2002).

As quimiocinas formam uma grande familia de citocinas
estruturalmente homologas, de baixo peso molecular (8-12 kDa).
Elas sdao reconhecidas por seus efeitos de ativacao e diferenciacao
celular, por estimular o movimento dos leucdcitos e regular sua
migracao do sangue para os tecidos. Atualmente, tem sido
reconhecido seu papel em muitos processos bioldgicos tais como
angiogénese, producao de coldageno, hematopoese, organogenese,
proliferacdo celular, polarizacdo linfocitaria, apoptose, metastase e
defesa (Gerard & Rollins, 2001; Murakami et al., 2004; Esche et al.,
2005).

As quimiocinas dividem-se em quatro sub-grupos com base no
nimero e no espacamento entre os seus dois primeiros residuos de
cisteina conservados na posicao amino-terminal. Sao classificadas
como CC, CXC, CX3C e C; onde “X” é um aminoacido (Bernardini et
al., 2003; Zimmermann et al., 2003).

Quimiocina CX3C, possui trés aminoacidos inseridos entre as
duas primeiras cisteinas, tem como representante a fractalcina que,
pode existir sob duas formas, ancorada a membrana celular, e pode
ser induzida em células endoteliais por citocinas inflamatérias, e

como glicoproteina (Bazan et al., 1997).

As quimiocinas C ndo possuem duas das quatro cisteinas
conservadas (12 e 33). A linfotactina € membro dessa familia. (Kelner
et al., 1994).
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As quimiocinas CC exibem os dois primeiros residuos de cisteina
adjacentes. Esta incluida neste grupo a Proteina-1 quimiotatica para
monocitos (MCP-1/]JE) atualmente denominada CCL2 (Kunkel et al.,
1995).

As quimiocinas CXC tém um residuo de aminoacido entre os
dois primeiros residuos de cisteina e atuam principalmente nos
neutrofilos. Esse grupo pode ser subdivido baseado na presenga ou
auséncia da seqliéncia de aminoacidos Glu-Leu-Arg (ELR) precedendo
o primeiro residuo de cisteina. O motivo ELR ¢é importante na
regulacdo da angiogénese induzida por quimiocinas CXC (Kunkel et
al., 1995, Addison et al., 2000).

As quimiocinas medeiam suas atividades por ligacao a
receptores na superficie celular acoplados a proteina G. Tais
receptores, denominados CXCR ou CCR, contém sete alcas
transmembrana e sdao chamados receptores serpentinos (Premack &
Schall, 1996).

Varios estudos tém mostrado que as quimiocinas CXC exercem
importante papel na angiogénese associada aos processos
inflamatorios, de reparo e tumorais (Szekanecz et al., 1998; Moore et
al., 1998; Belperio et al., 2000). Tem sido demonstrado que as
quimiocinas CXC que contém o motivo ELR (ELR") sdo potentes
indutores da angiogénese in vivo. Em contraste, as CXC que
perderam o motivo ELR (ELR") sdo potentes fatores angiostaticos
(Strieter et al., 1995). O KC, o homdlogo murino da GRO-a humana,
€ uma das quimiocinas CXC-ELR que se liga ao receptor CXCR2. Foi
demonstrado que esse receptor esta envolvido na angiogénese in
vivo induzida por quimiocinas CXC ELR™ (Addison et al., 2000).

No inicio dos anos 70 foi observado que em sobrenadantes de
células mononucleares continham substancias atrativas para

monocitos e neutréfilos. Posteriormente um fator quimiotatico para
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mondcitos foi identificado em sobrenadantes de cultura de células
tumorais de camundongos e de humanos e denominado fator
guimiotatico derivado de tumor (TDCF). TDCF foi o Unico ativo em
monocitos mas nao em neutréfilos e, tinha baixo peso molecular (12
kDa). Além disso, evidencias sugeriram seu envolvimento na
modulacdo de infiltracdo de macréfagos em tumores murinos e
humanos. Uma molécula com especificidade celular e propriedades
fisico-quimicas semelhantes foi identificada, independentemente, em
sobrenadante de  cultura de células musculares lisas.
Alternativamente, o gene JE tinha sido identificado em fibroblasto
como um gene indutor de PDGF. Em 1989, o MCP-1 foi purificado
com sucesso de sobrenadantes de glioma, leucemia monocitica e de
sarcoma, a molécula foi seqiienciado e clonada revelando sua relagao
de parentesco com o gene JE (Damme & Mantovani, 2005). JE é o
homdlogo murino de MCP-1.

O MCP-1 é essencial no recrutamento de mondcitos, é
guimiotaxica para células endoteliais humanas, induz in vivo a
formacdo de vasos sangiiineos, sendo essa resposta angiogénica por
acao indireta (via leucdcitos) e direta (via receptor CCR2, presente na
célula endotelial). Também, como essa quimiocina é abundantemente
produzida em alguns tumores, ela pode contribuir diretamente para a

progressao tumoral (Salcedo et al., 2000).

1.5 Neoplasia

O crescimento (multiplicagao) e a diferenciacao (especializagao
morfoldgica e funcional) celular sdo processos essenciais para o0s
seres vivos. A multiplicagcdo celular é indispensavel durante o
desenvolvimento normal dos organismos e necessario para repor as

células que morrem pelo processo natural de envelhecimento. As
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especializagoes morfoldgicas e funcionais permitem o}
desenvolvimento do organismo como um todo integrado. Esses dois
processos recebem influéncias de um grande numero de agentes
internos e externos as células. Ndo é surpresa que, com certa
freqiéncia, surjam transtornos nos mecanismos que os controlam. A
multiplicacdo e a diferenciacao celular estd sob o controle de um
sistema integrado e complexo que mantém a populagdao celular
dentro de limites fisioldgicos. Alteracdes nesse sistema regulatorio
resultam em disturbios do crescimento, diferenciacdo ou de ambos ao
mesmo tempo. As alteracdes do crescimento e da diferenciacao
celular, onde a proliferacdo é autbnoma e, geralmente acompanhada
de perda de diferenciacdo, € chamada neoplasia (Brasileiro-Filho et
al., 2000).

Willis, R. A. em 1952 definiu as neoplasias como sendo uma
“massa anormal de tecido, cujo crescimento ultrapassa e ndo é
coordenado com o dos tecidos normais e persiste na mesma maneira
excessiva depois da interrupcdo dos estimulos que originaram a
mudanca”. A persisténcia do crescimento tumoral, com auséncia de
estimulo, é resultado de alteragdes genéticas hereditarias na célula
tumoral progenitora. Estas alteragdes levam a proliferacao excessiva
e desregulada tornando-a autonoma (Kumar et al., 2005).

Do ponto de vista clinico, evolutivo e comportamental, as
neoplasias sao divididas em duas categorias: benignas e malignas. As
neoplasias benignas em geral, tém suas células bem diferenciadas, as
atipias celulares e arquiteturais sao discretas, possui baixo indice
mitotico, o crescimento tende a ser lento e expansivo, o tumor é bem
delimitado e geralmente nao recidivam apds resseccdo cirdrgica. As
neoplasias malignas apresentam algumas caracteristicas tais como
alteracbes na expressao génica com tendéncias a sintese de
isoformas das enzimas predominantes na fase embriondria, suas

células captam aminoacidos com maior velocidade do que as células
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normais, as células sao mais resistentes a hipdxia, sao mais
indiferenciadas, tem menor adesdo entre si, tem motilidade
consideravel, geralmente ddao metastase, etc (Brasileiro-Filho, et al.,
2000).

Todas as neoplasias tém como componentes basicos o
parénquima constituido pelas células tumorais e o estroma, composto
principalmente de vasos neoformados, células inflamatdrias
(principalmente macréfagos e linfécitos) e de tecido conjuntivo
(células e matriz extracelular) (Dvorak, 1986). As células
parenquimatosas determinam o comportamento, as conseqiéncias
patoldgicas, o crescimento e a evolucdo do tumor. Entretanto, o
tumor é criticamente dependente de seu estroma (Kumar et al.,
2005).

Nos tumores malignos as células predominantemente
encontradas no estroma sao macrofagos, linfocitos, células
endoteliais e fibroblastos, em alguns tipos tumorais também ha
eosinodfilos, granulocitos, células natural-killer (NK) e linfécitos B. O
nimero e o tipo de células que constituem o infiltrado inflamatério
nos tumores sdlidos, estdo relacionados com a producdo local de
guimiocinas pelas células do tumor e do estroma. Por exemplo, as
guimiocinas CC sao determinantes importantes da infiltracdao de
macrofagos e linfocitos em carcinoma humano de mama (Balkwill &
Mantovani, 2001; Balkwill, 2004).

A inducdao de vasos sangliineos na massa tumoral é um
fendmeno complexo que envolve uma multiplicidade de fatores. O
estimulo para a angiogénese tumoral é produzido diretamente pelas
proprias células neoplasicas e em menor grau e indiretamente pelas
células inflamatédrias recrutadas no sitio tumoral (Eccles & Alexander,
1970; Russel et al., 1976; Talmadge et al., 1981).
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Os vasos tumorais sao caracterizados por apresentar uma
organizacao caodtica, didmetros variados, sao tortuosos, fenestrados,
membrana basal descontinua, padrao anormal de crescimento,
auséncia de inervacao e auséncia de células murais ou associacao
anormal entre as células endoteliais e murais (Mattsson et al., 1977;
Jain & Baxter, 1988; Bian et al., 2004). Outra diferenca é a aparente
auséncia de sistema linfatico para drenar o fluido intersticial,
resultando em pressdes intersticiais anormalmente elevadas (Boucher
et al., 1990). Os tecidos tumorais possuem numero significativo de
shunts arteriovenosos. Esses shunts sdao responsaveis pela menor
resisténcia ao fluxo, e facilitam a passagem direta de sangue do
suprimento arterial para a drenagem venosa sem a passagem por
capilares sanguineos. Aproximadamente 30% do fluxo sanglineo
tumoral passa através de shunts. A auséncia de musculatura lisa
vascular acarreta sérios disturbios no controle interno da
microcirculacdo, devido a falta de ajustes vasomotores necessarios
para o fluxo sanguineo normal no vaso. Desse modo, a circulagao
tumoral pode ser considerada como um sistema passivo, com a perda
da capacidade de auto-regulacdo do fluxo sangliineo em resposta a
alteracdes na pressao de perfusao (Chaplin et al., 1991).

A presenca de células inflamatdrias nas neoplasias é vista, por
alguns pesquisadores, como uma reagao do organismo tentando
controlar o crescimento desse tecido. Entretanto, a resposta
inflamatdria produzida pela presenca de células tumorais é
importante para o desenvolvimento neoplasico. Varios estudos tém
mostrado a relagcdo entre o influxo de células inflamatorias e o
desenvolvimento tumoral (Eccles & Alexander, 1970; Russel et al.,
1976; Talmadge et al., 1981).

Dentre as células infiltradas no estroma tumoral os macréfagos
merecem destaque. A andlise dos macréfagos associados aos

tumores (TMA) sugere que essas células apresentam capacidade de
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afetar o desenvolvimento do tumor de diferentes formas. Elas
apresentam atividade citotdxica para as células tumorais mas, podem
induzir neovascularizacdo alterando desta forma a velocidade de
crescimento tumoral e a formacdo de metastase (Balkwill &
Mantovani, 2001). Os macréfagos produzem grande quantidade de
fatores de crescimento pro e antiangiogénicos, enzimas proteoliticas
e citocinas (Polverini, 1997), também apresentam atividade pré-

coagulante que indiretamente, contribui para a formacao vascular.

Os tumores expressam uma extensa rede de quimiocinas e de
seus receptores. E caracteristica dos tumores uma producdo
desregulada dessas substancias e da sinalizacdo e expressao anormal
de seus receptores. As quimiocinas associadas ao tumor participam
de pelo menos cinco processos bioldgicos basicos, tanto em tumores
primarios quanto em metastases. Elas controlam a infiltracdo de
leucdcitos no tumor, manipulam a resposta imune tumoral, regulam
da angiogénese, atuam como fatores de crescimento e sobrevivéncia
de forma autdcrina e paracrina e controlam a movimentacdo das

células tumorais (Balkwill, 2003).

Alguns trabalhos mostram que as células tumorais sdo capazes
de desenvolver mecanismos, para evitar seu reconhecimento pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro, impedindo assim, uma resposta
imune antitumoral eficaz (defeito na apresentacao de antigeno, baixa
ou nenhuma expressao de MHC classe I e II) (Fecchio et al., 1990).
Um desses mecanismos utilizado pelas células tumorais é a secregao
de niveis elevados de VEGF (produzido por quase todos os tumores)
para a corrente sanguinea, promovendo a ligacdo desta citocina a
células progenitoras do sistema hematopoiético, através de
receptores especificos (Flt-1) e, inibindo a ativacao do fator de
transcricdo NF-kB nestas células. Esta inibicdo leva a maturacao

funcional defeituosa das células dendriticas e, pode assim contribuir
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para a inducdo de deficiéncia imunoldgica observada em pacientes

com cancer (Oyama et al., 1998; Gabrilovich et al., 1998).

As principais conseqliéncias das neoplasias se devem ao seu
tamanho, a sua localizacao, a sua capacidade de produzir substancias
biologicamente ativas e no caso dos canceres tém-se ainda os
multiplos efeitos devastadores provocados na sua sede e a distancia.
Os efeitos locais dependem em grande parte da sede e das
dimensdes do tumor, podendo causar obstrucdoes e suas
conseqliéncias naturais, compressao e deslocamentos de érgdos ou
estruturas e também ulceracdes e hemorragias. Os efeitos
sistémicos estdao relacionados com transtornos metabdlicos devido a
producdao de substancias téxicas ou de acdo fisioldgica. Neoplasias de
glandulas enddcrinas podem causar tanto reducdo como aumento de
hormoénios levando respectivamente a hipofuncdo e hiperfungao
glandular. O estado de consungdo progressiva, fraqueza generalizada,
anemia e emagrecimento acentuado que caracterizam o estado de
caquexia € uma das conseqliéncias mais dramaticas dos canceres.
Pacientes cancerosos desenvolvem hipercatabolismo. Acredita-se que
o TNF-a e o IFN-y liberados por macrdéfagos ou pelas células
neoplasicas tenham papel importante no aumento do catabolismo nos
tecidos muscular e adiposo. Outro efeito sistémico sdo as sindromes
paraneopldsicas que por vezes sao a primeira manifestacdo de um
cancer e podem ser até as responsaveis pela morte do paciente.
Nesta categoria estao incluidas como alteragdes principais a producao
ectépica de hormoénio, alteracdbes hematoldgicas (eritrocitose,
anemia, hipercoagulabilidade), manifestacbes neuromusculares
(degeneracao cerebelar, deméncia, neuropatias periféricas,
manifestacdes semelhantes as da polimiosite e miastenia gravis) e
outras como osteoartropatia hipertréfica e acanthosis nigricans
(Brasileiro-Filho, et al., 2000; Kumar et al., 2005).
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1.6 Neoplasias experimentais

Os avancos na ciéncia, na oncologia e na biologia molecular tém
contribuido para a melhoria no diagndstico, pesquisa e nas
estratégias terapéuticas dos tumores. O desenvolvimento de modelos
experimentais de tumores, muito tem contribuido para o estudo de
seu desenvolvimento, mecanismos envolvidos nas metdstases e no
teste de substancia com acao antineoplasica. Na area da oncologia,
diversos modelos experimentais tém sido propostos, buscando
atender a esses objetivos. De modo geral, quer para os estudos
basicos de biologia tumoral, quer para a investigacdo de novas
modalidades terapéuticas (cirdrgica, medicamentosa, radioterapica)
dispbem-se hoje de uma variedade de tumores experimentais, ja
catalogados. Dentre eles alguns exemplos sao os tumores ascitico e
sélido de Ehrlich (Guerra, 1983), tumor de Walker (Moraes et al.,
2000), melanoma (B16 e F10) (Alterman et al., 1985), tumor
hepatico experimental (VX-2) (Hossne, 2002), tumor de célon (MC38,
MC32a e CT 26) (Wainstein, 2001; Pozzi, 2004).

Os tumores experimentais sao, na maioria, de animais e podem
ser mantidos em laboratdrio, através de cultura de células (tumor de
Walker, melanoma, codlon), de transplantes em hospedeiros
susceptiveis (tumor de Ehrlich) e/ou induzidos por substancias
guimicas (tumor de tiredide) (Wollman, 1999).

Os primeiros transplantes tumorais realizados com sucesso
datam do século XVIII, quando Hanau transplantou um tumor de
vulva para o escroto de um rato de mesma linhagem (Stewart,
1959). Posteriormente, Morau (1894) transplantou tumores
mamarios de fémeas de camundongos para outros tipos de animais.
Tumores transplantaveis consistem em uma importante ferramenta
utilizada no ramo da oncologia para o estudo da fisiopatologia

tumoral (crescimento e replicagao celular, invasao e metastatizacgao,
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neoformacdo vascular e estudos de citogenética) e para melhor
elucidacao das alteracdes imunoldgicas observadas no organismo do
hospedeiro. Atualmente, os modelos de tumores experimentais
transplantaveis tém sido exaustivamente utilizados para realizacao de
testes de substancias potencialmente nocivas as células ou estruturas

tumorais.

1.6.1 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich foi primeiramente descrito por Paul Ehrlich
em 1906. E uma neoplasia de camundongos, transplantavel
constituida de células de origem epitelial, um adenocarcinoma de
mama (Ehrlich, 1906).

O tumor de Erlich desenvolve-se em cavidades serosas como a
abdominal e pleural, bem como em musculos; ndao se observa,
porém, crescimento em visceras parenquimatosas, como figado. As
formas ascitica ou sélida de seu crescimento ocorre conforme o local
de sua inoculagao (Wainstein, 1999). Quando inoculado na cavidade
abdominal, as células tumorais crescem na sua forma ascitica
desenvolvendo uma carcinomatose peritoneal. Essa forma tem como
caracteristica grande acumulo de fluidos no abdome (ascite) e uma
baixa resposta inflamatoéria, com pequena infiltracdo de macréfagos e
um influxo tardio de células polimorfonucleares para a cavidade (a

partir de sexto dia apds a inoculagdo) (Fecchio, 1990; Hossne, 2002).

Segundo Dagli, 1989 o tumor de Ehrlich sélido pode ser descrito
morfologicamente com células com alto grau de atipias (anaplasia),
caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagcdo nucleo-
citoplasma maior que a das células normais. O estroma é constituido

por fibras colagenas e delicados capilares.
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O tumor de Ehrlich possui capacidade de crescimento em quase
todas as linhagens de camundongos, provavelmente porque durante
o processo de transformacao maligna suas células perderam os
antigenos de histocompatibilidade H-2 (Carry, 1979). E um tumor
considerado pouco imunogénico, pois ndo expressa moléculas de MHC
de classe II. Devido a sua baixa imunidade, esta neoplasia apresenta
crescimento bastante agressivo, com proliferacao celular acelerada e
invasdo de tecidos adjacentes.

A viruléncia do tumor de Ehrlich ndo é alterada pela linhagem
do camundongo utilizada, porém cada linhagem apresenta uma
reacao imunologica especifica a presenca do tumor, fato que altera a
sobrevida de acordo com a linhagem utilizada (Kodama & Kodama,
1975).

O tumor de Ehrlich € bom modelo para estudos envolvendo
citologia, por crescer na forma ascitica, o que permite a obtencao de

células tumorais isoladas (Hossne, 2002).

1.6.2 Tumor de Célon

O tumor de célon é um excelente modelo de tumor para
avaliacao de novas estratégias (McWilliams & Erlichman, 2005). E,
um dos melhores modelos para o estudo da angiogénese tumoral. Um
grande numero de fatores angiogénicos, envolvidos na modulacao do
crescimento vascular, tem sido identificados no cancer de célon, por
exemplo VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), b-FGF
(fator de crescimento epidermal basico), PD-ECGF (fator de
crescimento de célula endotelial derivado de plaquetas), IL-8, Ang-1
e 2 (angiopoetina 1 e 2), angiogenina e TGF-a e B (fator de necrose
tumoral alfa e beta) (Folkman, 1995; Hsu et al., 1995; Takahashi et
al., 1996; Ahmad et al., 2001).
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O VEGF e PD-ECGF estdo relacionados com a angiogénese e a
progressao do tumor de cdélon. Varios estudos tém mostrado a
participacdo do VEGF na progressao do tumor de coélon de um
fendtipo nao maligno para o maligno (Shiraishi et al., 1995; Wong et
al., 1999; Lee et al, 2000).

Os niveis de VEGF eram mais altos em carcinomas,
seguido por adenomas e extremamente baixo em mucosa normal
sem neoplasia. A quantidade de vasos e a expressao de VEGF em
tumor de célon humano eram mais altas nos tumores primarios

metastaticos que nos ndo metastaticos (Takahashi et al., 1995).

1.7 Angiogénese na inflamacao e no desenvolvimento
tumoral

A cicatrizacao de feridas e o desenvolvimento tumoral sao
processos analogos em varios aspectos. A producao de estroma
(Haddow, 1972; Dvorak, 1986), e a formacao de capilares (Warren,
1979) sdo processos similares, também muitos fatores de
crescimento derivados de macréfagos e mediadores da angiogénese
no processo de cicatrizacao de feridas também tém sido isolados de
varias linhagens de tumores humanos e de animais. Assim tornou-se
claro, que os mesmos fatores de crescimento que tem um papel
chave no processo tumoral maligno sdo também expressos
fisiologicamente por células que medeiam o processo inflamatério e
de reparo, tais como, plaquetas, macréfagos, fibroblastos e linfécitos
(Sporn & Robert 1986; Arnold & West, 1991).

Os elementos do estroma em ambos o0s processos tem
composicoes similares. O tecido de granulagcdao como o estroma
tumoral forma-se inicialmente com o aumento da permeabilidade
vascular, devido a acdo do VEGF, levando a exudacao e deposicao de

proteinas plasmaticas como fibrinogénio, fibronectina plasmatica, e
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plasminogénio, na matriz extracelular servindo como um estroma
provisério para a migracao de mondcitos/macrofagos, fibroblastos e
células endoteliais. Em ambas as situagcdes o gel de fibrina-
fibronectina é degradado e transformado em tecido de granulacdo e
eventualmente em um colageno denso e relativamente acelular
(Dvorak, 1986).

A cicatrizacdo de feridas nao pode ocorrer sem angiogénese (0s
vasos compreendem mais de 60% do tecido de granulacao) (Arnold &
West, 1991) e o crescimento tumoral é dependente de angiogénese
(Folkman, 1971, Jain, 1990). Na cicatrizacdo, um abundante
suprimento sangiiineo é necessario para satisfazer a grande demanda
metabdlica local devido ao debridamento e fibrogénese e, o papel dos
vasos é maior que o de nutrir, as células endoteliais também
organizam e regulam a cicatrizacao (Arnold & West, 1991). A
angiogénese nos dois processos ocorre por brotamento e pelo
recrutamento de células precursoras endoteliais (EPCs) da medula
0ssea (Conway et al.,, 2001). Os novos capilares surgem
principalmente de vénulas, arteriolas e capilares (Ausprunk &
Folkman 1977). Esses vasos neoformados, independentemente de
estimulo, sdao altamente permedveis, ndo possuem membrana basal,

e sdo freqlientemente tortuosos e com areas de dilatagoes.

A angiogénese in vivo ndo ocorre isoladamente, com a presenca
de apenas um tipo de célula. A neovascularizagao fisioldgica ou
patologica estd comumente associada com condicdes que mostram
diferentes estagios de infiltrado de células inflamatdrias (Griffioen &
Molema, 2000). A relacdao entre a angiogénese e a infiltracdo
leucocitdaria em crescimento tumoral, doencas cardiovasculares,
inflamacgdes cronicas e cicatrizacdo de feridas tém atraido bastante
atencdo da comunidade cientifica nos ultimos anos. Deste modo,

alguns pesquisadores tém realizado modelos de co-cultura de
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angiogénese nas quais células endoteliais crescem na presenca de
outras células que podem promover a neovascularizacdo (por
exemplo células cancerosas, queratinécitos e células da astrdglia)
(Bernardini et al.; 2003).

A associacdo da angiogénese e da inflamagcdao pode ser
explicada pela habilidade das células endoteliais e dos leucdcitos de
responderem a um estimulo comum, tal como das quimiocinas. Por
exemplo, durante a cicatrizacdo de feridas, varias quimiocinas sao
expressas por plaquetas, células endoteliais, queratindcitos e
leucocitos que se encontram temporal e espacialmente organizados
para coordenar o recrutamento de células inflamatdrias especificas
para o sitio da inflamacdo. Durante um processo cicatricial,
guimiocinas angiogénicas exercem tanto uma acdo direta no
endotélio quanto uma acdo indireta em leucdcitos que expressam
fatores angiogénicos, com o intuito de induzir a neovascularizagao do

tecido de granulacao (Bernardini et al.; 2003).

Os mecanismos de inibicdo da angiogénese in vivo ainda nao
sao completamente entendidos, mas podem envolver apoptose
celular, inibicao da sinalizacao dos receptores dos fatores de
crescimento ou da expressao e/ou ativacdo das metaloproteinases
(Lu et al., 1996; Jimenez et al., 2000; Nelson et al., 2000; Vincent et
al., 2001; Benelli et al., 2002). Alternativamente, podem também
inibir o recrutamento de leucdcitos produtores de fatores
angiogénicos ou interferir na atividade de fatores de crescimento. Ja
foi demonstrado que quando a expressao de quimiocinas
angiogénicas é dificultada ou as quimiocinas angiostaticas sao
superexpressadas pelo uso de camundongos geneticamente
modificados, o processo de cicatrizacdo apresenta uma fase de
granulagdao prolongada e uma diminuicdo da formacao de novos

vasos sanguineos (Lu et al., 1996; Benelli et al., 2002).
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Na ferida a formacdo de estroma e angiogénese sdao processos
limitados, nos tumores eles sdao pobremente regulados persistindo

enquanto as células tumorais estiverem presentes.

1.8 Animais nocaute

A manipulacdo genética de camundongos representa uma
poderosa ferramenta experimental para o estudo da importancia
funcional de componentes génicos especificos em sistemas
fisioldgicos complexos, além de possibilitar o estudo das
conseqiéncias dessas alteracdbes génicas em varias condicoes
patoldgicas.

Varios modelos de camundongos, com alteracdes genéticas no
sistema vascular tém contribuido para elucidar processos bioldgicos
complexos e, doencgas cujo componente angiogénico é predominante,
tais como aterosclerose (Carmeliet et al., 1998; Faraci & Sigmund,
1999).

Estudos em camundongos transgénicos com super expressao de
receptores de PAF (PAFR) mostraram que estes animais desenvolvem
tumores de pele apds envelhecimento. Estes achados fornecem um
novo insight sobre o papel do PAF na morfogénese da derme bem
como sobre a atividade mitogénica do PAF e PAFR in vivo (Ishii et al.,
1997).

47



§ i m. i 1V
/ mlﬁlf oh¥, 1ia)ili]

" ljid ifiny ey W

A y Iu P_‘ . -ﬁu ‘

flcatlva

h,ﬁ‘nnﬂnirl am -'1 -

gl NBA AR N




Justificativa

2. Justificativa

A proliferacdo de novos vasos sangliineos (angiogénese) é um
processo necessario para o crescimento normal dos tecidos no
desenvolvimento embriondrio, na regeneracao do endométrio, e na
cicatrizacdao de feridas. Nestas situacbes o processo é altamente
controlado. Em contraste, a neovascularizagao persistente contribui
para a manutencdo e agravamento de um grande numero de
condicdes patoldgicas, incluindo processos inflamatdrios crbénicos e
tumores sélidos (Folkman, 1995; Griffioen & Molema, 2000). Nestas
duas condicbes, a neovascularizagdo proporciona o suprimento
sanguineo e uma macica infiltracdo de células inflamatdrias essenciais
para a manutencao da inflamagao e crescimento do tecido.

Muitos modelos in vitro e in vivo tém sido usados para
caracterizar os mecanismos envolvidos na formacao de novos vasos
sangliineos e no movimento ou migracao de células, com a finalidade
de desenvolver drogas e estratégias para controlar ou prevenir a
patogénese dos tecidos. O implante subcutaneo de esponja, um
modelo in vivo, induz uma resposta inflamatdéria crénica com
formacdo de um tecido de granulacdao, constituido de tecido
conjuntivo, intensa angiogénese e infiltracdo de células inflamatérias
(Lage & Andrade, 2000). Esse modelo de esponja tem sido usado
para o estudo de proteinas (citocinas, fatores de crescimento,
guimiocinas) e de mediadores nao protéicos envolvidos na formacao
vascular e no aspecto inflamatério da formacao do tecido de
granulacao (Ford et al. 1989; Andrade et al. 1992).

Neste projeto utilizamos camundongos com inativacao do gene
para o receptor do PAF - PAF receptor “knock out” (PAFR-KO) - para
avaliar o efeito da atividade produzida por este mediador lipidico

enddgeno em dois modelos de angiogénese; o implante de esponjas e
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o crescimento de células tumorais de Ehrlich na forma soélida e de
células tumorais de célon. No primeiro modelo foram avaliados a
neovascularizacao, o acumulo de células inflamatérias e a producao
de citocinas. No segundo modelo, foram avaliados os parametros
anteriormente mencionados para cada tumor e o0 seu crescimento.
Espera-se que os resultados destes experimentos possam elucidar o
papel do PAF associado ao desenvolvimento tumoral e cronicidade de

processos inflamatorios.
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Objetivos

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O PAF exerce papel importante como mediador do processo
inflamatodrio e angiogénico, agindo diretamente sobre o recrutamento
de células inflamatorias. O objetivo principal deste estudo é investigar
o papel do PAF nos processos angiogénico, inflamatéorio e no
desenvolvimento tumoral em camundongos deficientes para o

receptor do PAF.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar através de parametros bioquimicos e
histologicos a cinética da angiogénese e da inflamagdo em

implantes de esponjas em camundongos PAFR-KO;

= Avaliar a participagcdo de citocinas e quimiocinas pro-

angiogénicas e pro-inflamatérias nestes processos;

» Caracterizar o desenvolvimento de tumores soélidos em
animais PAFR-KO;

» Caracterizar o perfil da angiogénese e inflamacao nestes

tumores.
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Metodologia

4. Metodologia

4.1. Modelos animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos machos com 7 a
8 semanas de idade (25-30g) Balb/c com delecdo génica (knock-out)
para o receptor de PAF (PAFR-KO) e Balb/c selvagem como controle
(WT). Os camundongos PAFR-KO foram produzidos segundo as
descricoes de Ishii et al., 1998. Estes animais knock-out foram
procriados a pelo menos oito geracdbes em Balb/c. Eles foram
fornecidos pelo Professor Takao Shimizu (Department of Biochemistry
and Molecular Biology - University of Tokyo - Tokyo, Japan) e
acasalados e mantidos na Unidade de Biociéncias do Instituto Gongalo

Muniz (Fundagao Oswaldo Cruz, Salvador, BA - Brasil).

4.2. Reatividade farmacoldgica da rede vascular
cutanea ao PAF em camundongos PAFR-KO e
wT

Os animais foram anestesiados com solucao de 2,2,2-
tribromoetanol (1 mg.kg™; i.p. Aldrich/ USA), e depilados antes dos
procedimentos.

O teste utilizado para medir a reatividade farmacoldgica dos
vasos foi o ensaio fluorimétrico (Andrade et al., 1997). Ele foi
realizado primeiramente na pele do dorso de camundongos nao
implantados, usados como modelo, para estabelecer o fenétipo da
resposta ao mediador (PAF) nos animais WT e PAFR-KO.

O ensaio fluorimétrico consiste na difusdao da fluoresceina
sédica (CyoH100sNa, - peso molecular 376,27; Sigma) aplicada no

tecido subcutaneo e sua posterior deteccdo na corrente sangiinea.
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Esta medida reflete o fluxo sanglineo local. Assim, a aplicacao de
substancias exdgenas vasoativas poderad alterar a intensidade de
fluorescéncia na circulacao sistémica (Andrade et al., 1997; Lage &
Andrade, 2000).

Uma solucdao estéril (10 pL) de fluoresceina sodica (Sigma,
USA) a 10% em salina foi injetada intradermicamente 2 minutos
(tempo padranizado) apds a aplicagdo de PAF (1ug) ou veiculo
(10pL). Amostras de sangue (5uL) foram colhidas da veia da cauda
do animal em intervalos de 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos
apods a injecdao do corante. As amostras de sangue foram misturadas
a 1ml de salina a 0.9% (isotOnica) e centrifugadas durante 5 minutos
a 1000 g. O sobrenadante foi usado para a determinagdao da
fluorescéncia no comprimento de onda de excitacdo/emissdao de
485/520 nm, usando o fluorimetro Jenway (modelo 6200). Os
resultados foram expressos em termos de meia-vida (Ty,, tempo
necessario para a fluorescéncia alcancar 50% de seu pico na
circulacao sistémica) (FIG. 4). O fluxo sangliineo é inversamente
proporcional a meia vida do pico de fluorescéncia na corrente
sangliinea. Para estabelecer o efeito do mediador foram usados pelo

menos trés animais diferentes de cada grupo PAFR-KO e WT.
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FIGURA 4 - REATIVIDADE VASCULAR AO PAF. Andrade et al., 1997.

4.3. Preparacao e implantacao de discos de esponja

Discos de esponja de poliéster-poliuretano (Vitafoam Ltd.,
Manchester, UK) com 8 mm de didmetro por 5 mm de espessura
foram usados como matriz para o0 crescimento do tecido
fibrovascular. Um tubo de polivinil (PE 20, Biovida, Brasil) (diametro
interno 1,14mm; didmetro externo 1,57mm; altura 12mm) foi preso
com linha de sutura (Ethicon Ltd, UK) no centro de cada disco de tal
forma que o tubo permanecesse perpendicular a face do disco de
esponja.

A abertura superior do tubo foi vedada com uma rolha
removivel (massa de modelar). O implante, disco de esponja com a

canula, foi embebido em etanol 70% v/v por uma noite e, esterilizado
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por fervura em dagua destilada durante 15 minutos antes de ser
introduzido no animal. Antes da cirurgia, os animais foram
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (1 mg.kg™; i.p. Aldrich/
USA), o dorso depilado com maquina e na pele foi feita a assepsia
usando etanol 70%. O implante foi colocado assepticamente em uma
bolsa subcutanea, a qual foi feita por disseccdo com uma tesoura de
ponta romba, por 1cm ao longo de uma incisao na linha média dorsal.
A canula foi exteriorizada por contra abertura através de uma
peguena incisdo na bolsa subcutanea proxima ao pescoco. Os animais
foram colocados em gaiolas individuais e mantidos com uma dieta
normal e agua ad libitum. Os animais implantados foram sacrificados
por deslocamento cervical no 7°, 10° e 14° dias apds serem
implantados, e o0s discos de esponjas foram cuidadosamente
removidos, dissecados do tecido aderente, pesados e analisados
guanto ao processo angiogénico e inflamatério.

O implante subcutaneo de esponja (FIG. 5) é um modelo
simples, de facil reproducao, o procedimento é bem tolerado pelo
animal e permite que a estrutura e fungao dos novos vasos possam
ser avaliadas de varias formas, p.ex. morfometricamente (contagem
do numero de vasos, area relativa dos vasos na matriz), contetdo de
hemoglobina, medida do fluxo sangiineo, quantificacdo da dose-
resposta de inibidores e estimuladores angiogénicos (Dellian et al.,
1996; Fan & Polverini, 1997; Jain et al., 1997; Hasan et al., 2004).
Esse modelo pode ser usado para estudar a angiogénese inflamatéria
e tumoral (Andrade et al., 1987; Andrade et al., 1992a; Kim et al.,
2001), bem com o desenvolvimento de sistemas reguladores
vasoativos e a reatividade farmacoldgica da neovasculatura (Andrade
et al., 1992a; Andrade et al., 1992b; Andrade et al., 1997).

57




Metodologia

Antes

FIGURA 5 - MODELO EXPERIMENTAL DE IMPLANTE SUBCUTANEO DE
ESPONJA. A figura mostra a esponja antes e depois de
implantada. Observa-se a matriz fibrovascular que se formou
na esponja.

O modelo de implante de esponja também tem sido usado no
estudo de técnicas de transferéncias de gene para estimular terapias
angiogénicas (Wang et al., 2000). A canula inserida na esponja tem a
vantagem de um acesso facil e direto para a administracdo de
farmacos (Andrade et al., 1987; Hu et al., 1995).
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4.4. Avaliacao do efeito do UK 74505 na angiogénese
induzida pelo implante

UK-74505 (1,4-dihidropiridina) € um antagonista potente e
seletivo do PAF, de acdo longa in vivo e irreversivel in vitro (Alabaster
et al., 1991; Parry et al., 1994; Souza et al., 2000). Este inibidor tem
demonstrado ser extremamente ativo para varias espécies de animais
quando administrado por via oral ou intravenosa (Alabaster et al.,
1991).

UK 74505° (30 mg/kg de peso) foi administrado oralmente a
camundongos balb/c WT por 6 dias a partir do 1° dias apds o
implante, para verificar se o efeito deste antagonista promovia os
efeitos da delecdo génica do receptor do PAF na angiogénese. Um
grupo controle recebeu 50pL do veiculo’ no mesmo protocolo. Os
animais foram sacrificados no 7° dia, os implantes removidos e

processados para a determinacao da concentragcao de hemoglobina.

4.5. Manutencao das células tumorais

As células do tumor de célon (linhagem CT26) foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s essential médium)
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FCS) e 1% de L-
glutamina e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. As células
foram repicadas quando atingiam um estado de confluéncia de 90%.

O tumor de Ehrlich foi mantido na forma ascitica através
de repiques seriados nos camundongos Balb/c. Semanalmente, 300l
de fluido ascitico contendo aproximadamente 10’ células era retirado
de animais portadores desse tumor e imediatamente inoculado na

cavidade peritoneal de animais receptores de mesma linhagem. Apds

® UK 74505 é diluido em HCl a 0,1 M para o preparo da solugéo estoque. A solugio de uso é obtida diluindo-se 10X a
solugéo estoque em salina a 0,9%.
" Veiculo: solugdo com concentracéo final igual a do antagonista.
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inoculacdo, os animais receptores eram mantidos no biotério do

laboratério com agua e racao ad libitum (FIG. 6).

CELS.
TUMORAIS WT

2,5 x 10°

PAFR-KO
Mantido na
forma
de tumor !

ascitico

EHRLICH 25 dias
1x10°
Cultura N '@

DMEM
10% FCS
1% L-
glutamina
37°C e 5% Peso
CO, Hb
COLON VEGF, TNF-a

MPO, NAG

CT26 L
Quimiocinas

FIGURA 6 - ESQUEMA DA REPRODUCAO DOS TUMORES DO COLON E
DE EHRLICH SOLIDO.

4.6. Contagem e viabilidade das células tumorais

Para a contagem de células tumorais, 1mL do fluido ascitico foi
coletado da cavidade peritoneal dos animais com tumor ascitico de
Ehrlich ou de cultura de células no caso do tumor do cdlon (CT26).
Esta solugcao foi centrifugada durante 10 minutos a 3000 g. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo células
tumorais foi lavado trés vezes com salina estéril e novamente

centrifugado. Apds a ultima lavagem acrescentava-se 1mL de salina
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ao precipitado e desta suspensao retirava-se 20 pL que foram
diluidos 200 vezes com solucao de Azul de Trypan a 0,025%. As
células coradas em azul apresentavam lesdes da membrana celular
ou incapacidade de regular seu conteldo intracelular e foram
consideradas inviaveis. As células translicidas (ndo coradas), foram
consideradas viaveis. O numero de células tumorais foi obtido através
de contagem direta na camara de Newbauer, usando objetiva de 10X.
Foram contadas as células viaveis nos quatro quadrantes externos da
camara. O numero de células contadas foi igual a soma de células dos
quatro quadrantes externos superiores e dos quatro inferiores
dividido por dois. O numero de células por mL foi obtido usando a

formula:

N2 células/mL = (n? células contadas X diluicdo X 10%) + 4

O total de células foi expressos em numeros de células tumorais/mL
(Guerra, J.L., 1983).

4.7. Reproducao dos tumores nos animais

Os tumores sélidos foram obtidos por inoculacdo de 1,0 x 10°
células e 2,5 x 10° células tumorais em 100uL de salina, no tecido
subcutaneo do animal, para os tumores de célon e de Ehrlich sdlido,
respectivamente. Estes animais foram sacrificados apds 25 dias.

O tumor ascitico de Ehrlich foi reproduzido pela inoculacdo de 2,5
x 10° células em 100uL de salina na cavidade peritoneal do animal.

No 8% dia os animais foram sacrificados.
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4.8. Quantificacao da angiogénese através da
dosagem de hemoglobina (Hb)

A avaliacdo da angiogénese foi realizada, através de método
colorimétrico, medindo-se o conteldo de hemoglobina dos implantes,
e dos tumores sélidos pelo método de Drabkin & Austin, 1935,
adaptado para determinar o indice de neovascularizacao por Plunkett
et al., 1990; Hu et al., 1995 e Teixeira et al., 1999. Neste método a
hemoglobina reage com o reagente de Drabkin formando
cianometahemoglobina. A absorbéancia final a 540nm é proporcional a
concentragcao de hemoglobina. Assim, quanto maior for a
vascularizacao, maior a quantidade de sangue no local e, por
conseguinte maior a concentracao de hemoglobina.

A dosagem de Hb foi realizada nos dias 7, 10 e 14 apods o
implante das esponjas e no 25° dia posterior a inoculagdo de células
tumorais. Os animais foram sacrificados, os implantes e os tumores
retirados e pesados. Em seguida os tecidos foram homogenizados
(Tekmar TR-10, Ohio; USA) em 2mL de reagente de Drabkin (Kit de
dosagem de hemoglobina-Labtest; Sao Paulo/Brasil). O homogenato
foi centrifugado por 15 min a 10.000 g, e o sobrenadante filtrado
usando filtro 0.22um (Millipore). A concentracao de hemoglobina das
amostras foi determinada através de leitura espectrofométrica a
540nm, usando leitor de microplacas de ELISA (SPECTRAmax PLUS,
microplate spectrophotometer, Molucular Devices; Califérnia/USA)
(FIG. 7). As leituras foram comparadas as de uma curva-padrao de
hemoglobina (FIG. 8) previamente estabelecida. A concentracao de

hemoglobina foi expressa em ug Hb/mg de tecido.
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REAGENTE DE COR
2mL

\
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\/

CENTRIFUGAR
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FIGURA 7

ESQUEMA DA DOSAGEM DE HEMOGLOBINA NO
IMPLANTE DE ESPONJA.
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FIGURA 8 - CURVA PADRAO DE HEMOGLOBINA (Hb). Representacdo
de curva padrao da concentragcao de hemoglobina em pg/mL,
utilizado para calcular a concentracdo desta substancia nas
amostras. R>= 1; Y=mx+b (m=35,35 x 10”; b=26,20 x 107)

4.9. Técnicas histologicas

Os implantes para avaliacao histolégica foram fixados em
formalina tamponada® durante 24 horas, posteriormente o material
foi processado para inclusao em parafina e emblocado. Os blocos
foram submetidos a microtomia (5 pum) e as laminas montadas e

coradas com Giemsa Lemmert para tecido.

8 Formalina tamponada: aldeido férmico (37-40%) 100ml; fosfato monossaddico 4g; fosfato bisédico 4,5g; dgua destilada
900ml.
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4.10. Analise morfométrica da vascularizacao no
implante de esponja

Para avaliar o grau de neovascularizacao nos implantes de
camundongos controle (WT) e nocaute (PAFR-KO) um total de 18
esponjas (3 para cada intervalo de tempo de cada grupo) foram
retiradas, fixadas em solucdo de formalina tamponada® cortadas a 5
pum e coradas com Giemsal®. As imagens microscopicas dos cortes
histoldogicos foram capturadas com uma objetiva (40X) plana
apocromatica em microscépio (Zeiss Axiolab; Zeiss; Germany). As
imagens foram digitalizadas (cdmara JVC/ TK-1270/JGB) e
transferidas para o analisador de imagem (Kontron Eletronics, Carl
Zeiss — KS300 versao 2).

Para a contagem, os vasos sanglineos foram definidos como
estruturas com luz e com presenca ou nao de hemacias. O numero
minimo de campos microscépicos representativos por amostra, foi
obtido pela contagem de vasos sangliineos em 50 campos (aumento
400X, ou seja: objetiva 40X e ocular 10X; 0,053 mm? por campo) da
lamina escolhidos ao acaso em cada grupo como descrito por Moro et
al., 2003. Com os dados destas 50 amostras foram criados, através
de sorteio com reposicao, grupos com 10, 15, 20, 30, 40 e 50
amostras. A média e o desvio padrao foram calculados para cada
grupo. O numero minimo representativo de campos microscépicos
por tratamento foi obtido quando o aumento no nimero de campos
nao resultou em consideravel reducdo no respectivo valor do desvio
padrao. Acima de 10 campos o desvio padrao nao modificou assim,
foram escolhidos 15 campos para a anadlise. Os resultados foram
expressos em meédia * e.p.m. do numero total de vasos/campo. A

area vascular foi calculada pela medida de cada vaso. A soma destas

° Em formalina tamponada (Formaldeido a 37-40% 100ml; agua destilada 900ml; fosfato de s6dio monobasico 4g;
fosfato de sddio dibasico (anidro) 6,5g) fixar durante 24 horas.

19 Giemsa Lemmert para tecido.
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areas foi entdo dividida pelo niumero de vasos para obter a média +

e.p.m. da area vascular (pm?).

4.11. Técnica para dosagem da atividade de
Mieloperoxidase (MPO)

A peroxidase é uma enzima encontrada em leucdcitos
polimorfonucleares (PMNs). Os eosinofilos, bem como os neutrofilos
de diferentes espécies contém, grandes quantidades de peroxidase,
entretanto a peroxidase de neutréfilo, mieloperoxidase (MPQO), e a
peroxidase de eosindéfilo (EPO) diferem com relacdo a estrutura, a
atividade bioguimica, imunologicamente, geneticamente e
espectrofotometricamente uma da outra (Bos at al., 1981; Schneider
& Issekutz, 1996). Os neutrofilos secretam trés vezes mais MPO que
0s mononucleares (Krawisz et al., 1984).

A mieloperoxidase é importante como um agente bactericida
catalizando a formacdao de hipoclorito a partir de perdéxido de
hidrogénio (H»0,) e cloreto (Suzuki et al., 1983; Sorensen et al.,
1999). Esta enzima €& encontrada nos granulos azurdfilos de
neutréfilos e, tem sido usada com sucesso como um marcador
bioquimico de recrutamento destas células no pulmdo e no miocardio
isquémico (Cross, et al., 2003; Mullane, et al., 1985;). A dosagem de
MPO correlaciona-se fortemente com a quantidade de neutrofilos
recrutados na lesdo durante a inflamacdo. E uma técnica que
possibilita demonstrar o componente inflamatéorio de forma
quantitativa (Cross, et al., 2003; Mullane, et al., 1985;).

Apds o processamento dos implantes e dos tumores sélidos,
para a determinacao da hemoglobina, o sedimento obtido foi pesado

e solubilizado em 2,0 mL de tampdo salino EDTA-fosfato de sddio-
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HCI, pH 4,7'', homogenizado (vortex) e, centrifugado a 12.000 g
durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi solubilizado em 2,0 ml de tampdo fosfato de sddio!?
0,05M, pH 5.4, contendo 0,5% de HTAB (Brometo de Hexa-1,6-bis-
deciltrimetilamoénio - Sigma), detergente i6nico importante para
solubilizar a MPO facilitando sua extracao. A suspensao foi congelada
e descongelada trés vezes usando nitrogénio liquido e finalmente,
centrifugada a 10.000 g durante 20 minutos a 4°C. A atividade da
MPO foi medida no sobrenadante em ensaio enzimatico.

O ensaio foi realizado em placa de microtitulacao de 96 pocos.
Os procedimentos seguiram a adicao de 25 uyL de TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina - Sigma) na concentragao final de 1,6 mM,
diluido em DMSO (dimetil sulféxido - Merck); adicdo de 100 pl de
H,O> na concentragao final de 0,003% v/v dissolvida em tampao
fosfato de sdédio pH 5,4; adicdo de 25 pL do sobrenadante das
amostras processadas; em seguida foi incubado a 37°C por 5
minutos. A reacao foi paralisada pela adicdo de 100 pL de &cido
sulfirico 4M a 4°C. A absorbéncia das amostras foi medida a 450 nm
em espectrofotdmetro!®>. Os resultados foram expressos em OD

(densidade 6ptica) por g de tecido (FIG. 9).

“Tampao salino EDTA-fosfato de sédio-HCI: NaCl 0,1M; NasPO, 0,02M; Na,EDTA 0,015M. Acertar o pH com HCI.
2 Tampao fosfato de sddio a 0,05M pH 5,4: 196ml NaH,PO, a 0,2M; 4ml Na;HPO4 a 0,2M; 600ml H,0 destilada.
¥ SPECTRAmax PLUS, microplate spectrophotometer, Molucular Devices; Califérnia/USA
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FIGURA 9 - ESQUEMA DA DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA
MIELOPEROXIDASE (MPO).

O ensaio foi realizado em placa de microtitulagcdao de 96 pogos. Os
procedimentos seguiram a adicao de 25 uyL de TMB (3,3’,5,5'-
tetrametilbenzidina - Sigma) na concentracao final de 1,6 mM,
diluido em DMSO (dimetil sulféoxido - Merck); adicdao de 100 ul de
H,O, na concentracao final de 0,003% v/v dissolvida em tampao
fosfato de sédio pH 5,4; adicdo de 25 pL do sobrenadante das
amostras processadas; em seguida foi incubado a 37°C por 5
minutos. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 100 pL de &acido

sulfurico 4M a 4°C. A absorbancia das amostras foi medida a 450 nm
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em espectrofotdmetro!®. Os resultados foram expressos em OD

(densidade 6ptica) por g de tecido (FIG. 9).

4.12. Técnica para dosagem de atividade de N-acetil-
[B-D-glicosaminidase (NAG),

A N-acetil-B-D-glicosaminidase é uma enzima lisossomica
produzida por macroéfagos ativados. Esta técnica é utilizada para
quantificar a infiltracdo destas células nos sitios inflamatdrios (Bailey
1988).

A atividade de NAG baseia-se na hidrélise do p-nitrofenil-N-
acetil-B-D-glicosamina (substrato) pela N-acetil-B-D-glicosaminidase
liberando p-nitrofenol.

O ensaio foi feito usando uma parte do sedimento obtido na
dosagem de hemoglobina que, foi pesado e congelado a -20°C por no
maximo 15 dias.

A dosagem do NAG iniciou com o descongelamento do
sedimento; adicao de solucao de NaCl (0,9% w/v) contendo 0,1% v/v
de Triton X-100 (Promega); homogenizacdo por 30 segundos e,
centrifugacdo a 3.000 g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
(100pL) foi utilizado para a realizacao do ensaio. Foram adicionadas a
placa de microtitulagcao de 96 pocos 100 pL das amostras; 100 uL de
substrato (p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina - Sigma) 2,24 mM
em tampdo citrato/fosfato de sdédio!®> 0,1M pH 4,5. Apds uma
incubagcdo a 37°C durante 10 minutos, foi adicionado 100 pL de
tampdo glicina!® 0,2 M pH 10,6 para paralisar a reacdo. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa (405
nm). Os resultados foram expressos em densidade éptica (OD) por g
de tecido (FIG. 10).

4 SPECTRAmax PLUS, microplate spectrophotometer, Molucular Devices; Califérnia/USA
*Tampao citrato-fosfato de sédio: 200ml de &cido citrico 0,1M; 310m| de fosfato de sédio monoéacido 0,1M.
16 Tampao glicina: misturar volumes iguais de glicina 0,8M; NaCl 0,8M; NaOH 0,8M.
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FIGURA 10 - ESQUEMA DA DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA N-
ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE (NAG).

4.13. Ensaio imunoenzimatico para dosagem de
VEGF, TNF-q, CXCL2 (KC) e CCL2 (MCP-1/JE)

As amostras dos implantes e dos tumores (100 pL do
sobrenadante da dosagem de hemoglobina) foram homogenizadas
em 500 pl de PBS pH 7,4 contendo 0,05% de Tween-20 (Difco),
centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 30 minutos e o sobrenadante foi
reservado. As citocinas, fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF); fator de necrose tumoral alfa (TNF-a ) e as quimiocinas,
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proteina derivada de queratinécitos (CXCL2(KC)) e proteina 1
guimiotatica de mondcitos (CCL2(MCP-1/JE)) foram dosadas em 50
ML do sobrenadante usando kits de imunoensaio (R & D Systems,
USA) e seguindo seus protocolos. A placa de microtitulagao foi
sensibilizada com 100uL/poco de anticorpo primario (polyclonal anti-
camundongo) especifico para a citocina/quimiocina a ser avaliada e
incubada a 4°C overnight. Foram feitas quatro lavagens com 400 pL
de PBS pH 7,4 contento 0,05% de Tween 20 (tampdo de lavagem).
Foram entdo adicionados a placa 200uL/poco de PBS pH 7,4 com 1%
de BSA (albumina de soro bovino) (tampao de bloqueio) e incubado
durante 1 hora, para bloquear os sitios de ligacdes inespecificas. A
placa foi novamente lavada com tampao de lavagem. Os padrodes e as
amostras diluidas em PBS pH 7,4 com 0,1% BSA e 0,05% Tween 20
(100 pL/poco ) foram adicionados a placa e incubados a 4°C
overnight. A placa foi lavada, 100uL/poco do apropriado anticorpo de
deteccao biotinilado foi adicionados e incubado por 2 horas. A placa
foi lavada, 100uL/poco do conjugado estreptavidina-peroxidase foi
adicionado e incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Apés nova lavagem da placa, 100puL/poco de OPD (6-
phenilenodiamine - Sigma) diluido em tampao citrato a 0,03M pH 5,0
contendo 0,02% de H>0, 30 v/v foi adicionado. A placa foi incubada
abrigada da luz durante 30 minutos. A reacao foi interrompida por
adicao de 50uL/poco de H,SO, 1M. A leitura das placas foi feita em
espectrofotbmetro a 492nm (FIG. 11). Todas as amostras foram
ensaiadas em duplicata e as incubacgdes (exceto as overnight) foram
a temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em pg/mg
de tecido e/ou pg/mL. Uma curva-padrao, com sete pontos, foi
construida usando, diluicdes seriadas (da citocina/quimiocina padrao)
a partir de 1000pg/mL. O grafico obtido foi linearizado e a melhor
reta de ajuste foi obtida por analise de regressao (FIG. 12a e b; FIG.
13 aeb).
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FIGURA 11 - ESQUEMA DO ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA
DOSAGEM DE VEGF, TNF-a, CXCL2(KC) e CCL2(MCP-
1/3E).
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FIGURA 12 - CURVAS PADRAO DAS CITOCINAS VEGF E TNF-o.
Representa a curva padrao das concentragdes em pg/mL
do fator de crescimento endotelial vascular, VEGF (a) e
fator de necrose tumoral alfa, TNF-a (b), utilizadas para
calcular a concentragao destas substancias nas amostras.
y= mx+b. VEGF(m= 13,18 x 10™*; b= 2,61 x 10?%; R*=
0,9962 ); TNF-a (m= 96,88 x 10°; b= -57,03 x 107>; R?=
0,9986).
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FIGURA 13 - CURVAS PADRAO DE CCL2(MCP-1/JE) E CXCL2(KC).
Concentragbes em pg/mL de CCL2(MCP-1/]JE), proteina
guimiotatica de mondcitos 1 (a) e CXCL2(KC), quimiocina
derivada de queratindcito (b), utilizadas no calculo da
concentracdo destas substdncias nas amostras. y= mx+b.
CCL2(MCP-1/JE) (m= 17,06 x 10™*; b= -74,77 x 10™*; R’>=
0,9984) e CXCL2(KC) (m= 63,73 x 10°; b= 17,12 x 1073;
R*=0,9935).
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4.14. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como médias + e.p.m. (erro
padrdo da média). Todos os dados analisados foram submetidos ao
teste de normalidade!” usando o teste Kolmogorov-Smirnovi®. A
comparacdo entre dois grupos foi realizada através do teste t de
Student para dados ndo pareados ou pelo teste de Mann-Whitney.
Quando trés ou mais grupos foram comparados foi usado a analise de
variancia (ANOVA), seguido do pods-teste de Newman-keuls para
verificar a diferenca entre os grupos. Os resultados foram
considerados significativos para P < 0,05. O programa de estatistica

usado foi o GraphPad Prism 3.0.

7 A distribuicio Gaussiana é também chamada de distribuico normal, o teste é chamado de teste de normalidade.
8 O teste Kolmogorov-Smirnov quantifica a discrepancia entre a distribuicdo dos dados e o ideal de distribuicao
Gaussiana — grandes valores demonstram grandes discrepancias.
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5. Resultados
5.1. REATIVIDADE VASCULAR

5.1.1 Resposta da rede vascular cutanea ao PAF em
camundongos PAFR-KO e WT

A resposta da rede vascular cutanea apds administracdo aguda
de 1pg de PAF nos camundongos PAFR-KO foi avaliada e comparada
com a resposta observada nos animais WT (FIG. 14). A mesma dose
do mediador aplicada na rede vascular cutdnea de camundongos WT
causou um aumento significativo (P< 0,05; n=5) no valor de T%2 do
pico de fluorescéncia quando comparado com o valor médio do
veiculo injetado. Em contraste, administracdo de PAF exdgeno na
pele de camundongos PAFR-KO nao produziu aumento do valor de
T'2. Esta auséncia de resposta vasoconstritora para o PAF confirmou

a perda do receptor nestes animais.

5.2. AVALIAGCAO DOS IMPLANTES DE ESPONJA

5.2.1. Avaliacdo da angiogénese induzida pelo
implante em camundongo WT e PAFR-KO

A matriz esponjosa foi bem tolerada pelos animais. Nenhum
sinal de infeccao ou rejeicao foi observado durante os 14 dias de
duragcao do experimento.

O conteddo de hemoglobina (Hb), uma estimativa da
neovascularizacdo, aumentou gradativamente em ambos os grupos,
mas foi significativamente maior nos camundongos PAFR-KO em

todos os intervalos de tempo estudados (FIG. 15). Nos implantes de
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WT, os valores de Hb (pg.mg™! peso Umido) aumentaram de 0,98 +
0,19; n=6 no 7° dia, para 2,78 + 0,19; n=7 no 14° dia apds o
implante, quase trés vezes durante o periodo. No mesmo intervalo de
tempo, os niveis de Hb no grupo PAFR-KO iniciaram num nivel mais
alto no 7° dia (1,88 + 0,53; n=5) e, aumentaram quase na mesma

proporcao (trés vezes) no 14° dia (5,23 + 0,31; n=5).

14-

124

104

= WwWT
N PAFR-KO

Ty, pico de fluorescencia (min.)

WT+sal WT+PAF KO+sal KO+PAF

FIGURA 14 - AUSENCIA DE RESPOSTA VASOCONSTRITORA PARA O
PAF NA PELE DE CAMUNDONGOS PAFR-KO. A aplicacao
local de PAF (1upg) na pele de camundongos WT produziu
aumento no valor de tY» do pico de fluorescéncia. O
mediador ndo causou alteracdao no valor de t'%2 quando
aplicado na pele dos animais PAFR-KO. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m de 3 a 4 animais por grupo.
*P< 0,05.
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FIGURA 15 - PERFIL DA ANGIOGENESE NOS IMPLANTE DE ESPONJA
EM CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. A angiogénese foi
avaliada através da concentracao de hemoglobina (Hb) nos
implantes, a qual mostrou-se marcadamente aumentada
nos implantes dos animais PAFR-KO. Os resultados foram
expressos em média £ e.p.m.; n= 8. *P < 0,05; ***p <
0,001.
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5.2.2. Avaliacao histologica da angiogénese

Os implantes de ambos os grupos, apos coloracao com Giemsa
mostraram crescimento de tecido fibrovascular nos trés intervalos de
tempo estudados (7, 10 e 14 dias apds o implante de esponja). As
modificacdes histoldgicas ocorridas durante o desenvolvimento do
tecido de granulacao, induzido pelo implante de esponja, foram
ilustradas na FIG. 16 (7° dia (a); 14° dia (b)). No 7° dia, o tecido
fibrovascular (tecido de granulagao) dos implantes de camundongos
WT e PAFR-KO era constituido de neutréfilos, macrofagos,
fibroblastos e capilares em meio a matriz extracelular. No 14° dia, o
estroma era constituido de fibras coldagenas mais maduras,
densamente preenchidas com fibroblastos, leucécitos e vasos
sangliineos neoformados contendo hemacias indicando sua
funcionalidade. Comparando a histologia dos implantes dos grupos
PAFR-KO e WT, o primeiro mostrou menor recrutamento de células
inflamatdrias e um maior nimero de vasos sangiineos congestos em
todos os intervalos de tempo testados (FIG. 16).

A analise morfométrica da vascularizagdo dos implantes
mostrou que nos camundongos WT, em qualquer intervalo de tempo,
o0 numero de vasos era menor que nos implantes do grupo PAFR-KO.
Nos dois grupos o nimero de vasos aumentou rapidamente (7° dia),

mas permaneceu estavel apos o 10° dia (TABELA 1).
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FIGURA 16 - CORTES HISTOLOGICOS DE IMPLANTES DE ESPONJAS
DE CAMUNDONGO WT E PAFR-KO (7 E 14 DIAS)
CORADOS COM GIEMSA. O estroma fibrovascular, com 7
dias nos dois grupos, é composto de vasos sanglineos,
macroéfagos, neutrdfilos, linfécitos, fibroblastos em meio ao
tecido conjuntivo frouxo da matriz extracelular. O numero
de vasos esta aumentado no grupo PAFR-KO. No 149 dia, os
implantes de ambos os grupos sdo constituidos de fibras
coldgenas mais maduras densamente cheias de fibroblastos,
leucécitos e vasos sangliineos neoformados contendo
hemacias, indicativo de sua funcionalidade. A histologia dos
implantes de PAFR-KO exibe elevado numero de vasos
congestos quando comparado com os implantes de WT.
Aumento 66X; M= matriz esponjosa.
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TABELA 1
Quantificacao da angiogénese através de analise morfométrica
Dias apés NUmero de vasos / campo Area vascular (um?)
implante WT PAFR-KO WT PAFR-KO
7 17+ 2 25 + 2% 330 £ 19 400 + 23*
10 17+1 22 + 2% 453 + 28 567 + 34%*
14 16 +1 21 +1* 458 + 33 609 + 63*

Os dados representam a média + e.p.m. O niumero de vasos foi obtido pela
contagem de 45 campos (trés repeticbes de 15 campos) das esponjas
implantadas nos camundongos WT e PAFR-KO. A area vascular é a soma da
area do lume dos vasos dividida pelo nimero de vasos. *P< 0,05, diferenca
significativa entre os valores observados nos camundongos PAFR-KO e WT.

5.2.3. Avaliagdo do efeito do UK 74505, na
angiogénese induzida pelo implante de esponja

Similarmente aos achados observados nos implantes de
camundongos PAFR-KO, o tratamento com o antagonista do PAF
aumentou a angiogénese. O conteludo de hemoglobina dos implantes
com 7 dias do grupo tratamento com UK 74505 foi 2,2 £+ 0,7; n=5
comparado com o grupo controle tratado com o veiculo 0,84 + 0,08;
n=7 (FIG. 17).

5.2.4. Avaliacao do VEGF e TNF-a - citocinas
envolvidas na angiogénese

Os niveis de citocinas pro-angiogénicas, VEGF e TNF-a (FIG.
18a e b) foram medidos nos implantes dos dois grupos de

camundongos. Os valores destas dosagens ndao diferem entre os
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grupos e exibiram um perfil bifasico similar; ou seja, houve um
aumento inicial no 7° dia seguido por uma queda marcante no 14°
dia. O VEGF foi significativamente diferente entre os dois grupos no
10° dia.

2.54
2.04
1.54

1.0+

Hb mg.mg '1peso Umido

0.54

0.0
Controle UK 74505
30 mg.Kg !

FIGURA 17 - EFEITO DO ANTAGONISTA DO PAF, UK 74505, NA
ANGIOGENESE DOS IMPLANTES DE ESPONJA COM 7
DIAS. A angiogénese foi avaliada através do conteudo de
Hb nos implantes, o qual mostrou-se marcadamente
aumentado nos implantes dos animais tratados com o
antagonista do PAF. Os resultados foram expressos em
média + e.p.m de 5 animais de cada grupo. *P<0,05.
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FIGURA 18 — AVALIACAO DE CITOCINAS PRO-ANGIOGENICAS E SUA
PRODUCAO NOS IMPLANTES DE ESPONJA EM
CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. Os niveis de VEGF (a) e
TNF-a (b) foram similares em ambos os grupos. O VEGF foi
significativamente mais alto nos animais PAFR-KO no 10° dia
apos o implante. Os resultados foram expressos como média
+ e.p.m. de 8 animais em cada grupo. *P<0,05.
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5.2.5. Cinéticas da inflamacao e de quimiocinas
induzidas pelo implante de esponja em
camundongos WT e PAFR-KO

Os acumulos de neutréfilos e macrofagos foram avaliados pelas
medidas das atividades da mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG), um indicador indireto do numero de
neutrofilos e de macréfagos respectivamente. Como mostra a FIG.
19a e b, o0s niveis das atividades destas enzimas foram
marcadamente mais baixos nos implantes de camundongos PAFR-KO
gquando, comparados com os dos animais WT. Este efeito foi mais
proeminente sobre os neutrofilos. Estes dados confirmam o papel do
PAF no recrutamento de células inflamatodrias.

Para investigar a influencia do PAF na producdo de quimiocina®®
CXCL2 (KC) e de CCL2 (MCP-1 / JE), mediadores do recrutamento de
células inflamatodrias, os niveis destas moléculas foram medidos nos
implantes (FIG. 19c e d). Os niveis de CXCL2 (KC) e CCL2(MCP-1 /
JE) alcangaram o maximo no 10° dia no grupo PAFR-KO e no WT no
70 dia, depois cairam progressivamente.

Interessantemente, o0s niveis destas quimiocinas foram
significativamente mais altos nos implantes dos camundongos PAFR-

KO quando, comparados com os do grupo controle WT.

' Familia de citocinas estruturalmente homélogas que estimulam o movimento dos leucécitos e regulam a migragao
leucocitaria do sangue para os tecidos (Abbas et al, 2003).
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FIGURA 19 - CELULAS INFLAMATORIAS E QUIMIOCINAS NO

IMPLANTE DE ESPONJA EM CAMUNDONGOS WT E
PAFR-KO. Neutréfilos (a) e macréfagos (b) recrutados
no implante foram medidos através da atividade de MPO
e NAG, respectivamente. Nos implantes dos animais
PAFR-KO, os niveis MPO e NAG foram marcadamente
baixos em comparacao com o0s animais WT.
Inversamente, os niveis de CXCL2(KC) e CCL2(MCP1/JE)
foram altos nos implantes dos camundongos PAFR-KO (c
e d). Os resultados foram expressos como média *
e.p.m. de 8 animais em cada grupo. *P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001.

86



Resultados

5.3. AVALIACZ\Q_ DO CRESCIMENTO VASCULAR, DA
INFLAMACAO E PRODUCAO DE CITOCINAS NOS
TUMORES DE COLON E EHRLICH

5.3.1. Crescimento tumoral, em camundongos WT e
PAFR-KO

A inoculagdo das células dos tumores de célon e Ehrlich
induziram o crescimento da massa tumoral em todos os animais.
Durante o periodo do experimento ndao houve perdas, nao foi
observado caquexia e 0s animais movimentavam-se sem dificuldade.
O crescimento tumoral avaliado através do peso (mg) mostrou que
para o tumor de célon nao houve diferenca de crescimento nos dois
grupos WT e PAFR-KO (FIG. 20a) entretanto, o tumor de Ehrlich teve
um desenvolvimento significativamente maior nos nocautes (FIG.
20b).

5.3.2. Avaliacdo da angiogénese nos tumores em
camundongos WT e PAFR-KO

A avaliacao da angiogénese nos tumores do cdlon e de Ehrlich
foi feita através da dosagem de hemoglobina (Hb). Os resultados
mostraram um aumento da concentracao de hemoglobina para o
tumor de cdlon no grupo PAFR-KO indicando uma maior
vascularizacao do tumor neste grupo (FIG. 21a). O tumor de Ehrlich
nao mostrou diferenca significativa na concentragao de Hb nos grupos
WT e PAFR-KO (FIG. 20b) apesar de seu maior crescimento no grupo
PAFR-KO (FIG. 19b).
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FIGURA 20 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO TUMOR DE COLON E
DE EHRLICH EM CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. O
tumor do coélon mostrou crescimento semelhante nos dois
grupos WT e PAFR-KO (a). No grupo PAFR-KO o tumor de
Ehrlich sélido apresentou um aumento no crescimento (b).
Os resultados foram expressos como média + e.p.m. de 10
animais em cada grupo. *P < 0.05.
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FIGURA 21 - AVALIACAO DA ANGIOGENESE NOS TUMORES
SOLIDOS DE COLON E DE EHRLICH EM
CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. O tumor de célon
apresentou maior concentragcao de hemoglobina no
grupo PAFR-KO indicando maior indice de
vascularizacao (a). A concentragao de hemoglobina
no tumor de Ehrlich foi a mesma nos dois grupos (b).
Os resultados foram expressos em média + e.p.m. de
10 animais em cada grupo. *P < 0,05.
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5.3.3. Avaliacao de citocinas pro-angiogénicas nos
tumores em camundongos WT e PAFR-KO

Os niveis das citocinas VEGF e TNF-a, foram medidos nos
tumores de célon e de Ehrlich nos grupos WT e PAFR-KO (FIG. 22).
Os resultados mostram um significativo aumento do VEGF nos dois
tumores no grupo PAFR-KO (FIG. 22a e b). Os niveis de TNF-q,
estavam aumentados no tumor de coélon nos animais PAFR-KO (FIG.
22c) e, ndo apresentaram diferencas significativa no tumor sélido de
Ehrlich (FIG. 22d) nos dois grupos.

5.3.4. Avaliacao da inflamacao e de quimiocinas
induzida pelo crescimento tumoral em
camundongos WT e PAFR-KO

O acumulo de neutrdfilos foi avaliado pela medida de atividade
da mieloperoxidase (MPO). Como mostra a FIG. 23a e b os niveis de
atividade desta enzima foram marcadamente baixos nos tumores de
célon e de Ehrlich do grupo PAFR-KO em comparacao com os WT. Nos
dois tumores o grupo PAFR-KO mostrou um menor acumulo de
neutrofilos em relagcdo ao WT. Para determinar a influéncia do PAF
sobre a producao de quimiocinas, mediadores do recrutamento de
células inflamatdrias, os niveis de CXCL2 (KC) (FIG. 23 c e d) e CCL2
(MCP-1/JE) (FIG. 24d e e) foram medidos nos tumores nos grupos
WT e PAFR-KO. Os niveis de CXCL2(KC) foram semelhantes no tumor
de célon nos animais WT e PAFR-KO (FIG. 23c). No tumor de Ehrlich
os niveis de CXCL,(KC) foram menores nos animais PAFR-KO (FIG.
23d). No tumor de Ehrlich o MPO e CXCL2(KC) tiveram um perfil

semelhante.
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FIGURA 22 - AVALIACAO DE VEGF E TNF-a NOS TUMORES DE COLON
E DE EHRLICH EM CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. Os
niveis de VEGF foram maiores nos tumores de célon e de
Ehrlich no grupo PAFR-KO (a e b). Os niveis de TNF-a no
tumor de célon foram maiores no grupo PAFR-KO (c). O
tumor de Ehrlich nao apresentou diferenca significativa no
TNF-a entre os dois grupos. Os resultados foram expressos
em média + e.p.m. de 10 animais em cada grupo. *P < 0,05.
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FIGURA 23 — AVALIACAO DO INFLUXO DE CELULAS NEUTROLIFOS E

PRODUCAO DE QUIMIOCINAS NOS TUMORES DE
COLON E EHRLICH EM CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO.
Os niveis de mieloperoxidase (MPO) foram menores nos
tumores de colon e Ehrlich (a e b) no grupo PAFR-KO. Os
niveis de quimiocina CXCL2(KC) nao apresentaram
diferencas significativas no tumor de cdélon nos dois grupos
(c). No tumor de Ehrlich os niveis de CXCL2 (KC) estavam
diminuidos nos animais PAFR-KO. Os resultados foram
expressos em média + e.p.m. de 10 animais em cada
grupo.*P < 0,05.
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O recrutamento de macréfagos foi avaliado pela atividade da
enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Os niveis de NAG no
tumor de célon e de Ehrlich foram menores no grupo nocaute (FIG.
24a e b). A quimiocina CCL2(MCP-1/]JE) mostrou niveis semelhantes
no tumor de célon em ambos os grupos WT e PAFR-KO (FIG. 24c) e
niveis menores no tumor de Ehrlich nos camundongos PAFR-KO (FIG.
24d)
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FIGURA 24 - AVALIACAO DO RECRUTAMENTO DE MACROFAGOS E DA

PRODUCAO DE QUIMIOCINA NOS TUMORES DE COLON
E DE EHRLICH EM CAMUNDONGOS WT E PAFR-KO. Os
niveis de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) no tumor de
cbélon foram menores nos camundongos PAFR-KO (a). Os
niveis de NAG no tumor de Ehrlich diminuiram no grupo
PAFR-KO (b). Os niveis de CCL2(MCP-1/JE) foram
semelhantes no tumor de cdélon nos dois grupos (c) e
aumentados no tumor de Ehrlich no grupo PAFR-KO. Os
resultados foram expressos em média + e.p.m. de 10
animais em cada grupo. *P < 0,05.
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6. Sinopse dos principais resultados

6.1 CRESCIMENTO VASCULAR, INFLAMACAO E PRODUGCAO DE
CITOCINAS NOS IMPLANTES DE ESPONJA

WT PARAMETROS PAFR-KO
AVALIADOS
tTon Hb tTon
IR VEGF IRY
IRY TNF-a IRY
tTon MPO tTon
ny CXCL2(KC) ny
TN NAG tTon
ny CCL2(MCP-1/3JE) ny

6.2 CRESCIMENTO VASCULAR, INFLAMACAO E PRODUGCAO DE

CITOCINAS NOS TUMORES DE COLON E EHRLICH

TUMOR DE COLON PARAMETROS TUMOR DE EHRLICH
WT PAFR-KO AVALIADOS WT PAFR-KO

= = Peso (mg) U )

U ) Hb = =

U ) VEGF U i

U ] TNF-a = =

i U MPO ) U

= = CXCL2(KC) f U

= U NAG ) U

= = CCL2(MCP-1/3JE) ] U

U DIMINUICAO
DIMINUIU
= SEM DIFERENCA

i AUMENTO

i J AUMENTOU E
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Discussao

7. Discussao

O desenvolvimento seqiencial da angiogénese, inflamacdao e a
producao de citocinas no tecido fibrovascular induzido pelo implante
subcutaneo de esponja em camundongos nocaute (com delecao
génica) para o receptor do PAF (PAFR-KO) foi investigado. Além
disso, o desenvolvimento dos tumores sdélidos de Ehrlich e cdélon
nestes animais bem como os niveis de mediadores angiogénicos e
inflamatdrios nestes tecidos foram determinados.

O modelo experimental de implante de esponja in vivo para o
estudo da angiogénese (Andrade et al., 1987; Hu et al., 1995; Wang
H et al., 2000; Kim et al., 2001) tem sido utilizado para avaliar a
formacao do tecido fibrovascular, uma mimetizagao do processo de
cicatrizacao de feridas. Este modelo tem permitido que a estrutura e
funcdo dos vasos neoformados possam ser avaliadas fisioldgica,
bioguimica, e morfometricamente. A utilizacdo de modelos de
implante tem possibilitado também a medida da area vascular
(Dvorak et al., 1987), a contagem de vasos (Nguyen et al., 1994), a
avaliacao do fluxo sangliineo através de marcadores radioativo
(Andrade et al 1987; Fan & Polverini, 1997) e fluorimétrico (Andrade
et al., 1997), a reatividade vascular a farmacos (Andrade et al.,
1997) e a avaliagdo de moduladores inibidores e estimuladores
angiogénicos (Belo et al 2004; Barcelos et al. 2004; Dellian et al.,
1996). Wang et al (2000) desenvolveram técnicas de transferéncias
de gene para estimular terapias angiogénicas usando implantes de
esponjas em camundongos. Esta metodologia tém sido importante
para o entendimento e manipulacao da angiogénese.

As técnicas utilizadas neste trabalho que avaliaram a
vascularizacdao, a inflamacdo e a producdo de citocinas tém sido
amplamente validadas na afericdo desses processos bioldgicos. Assim
o ensaio fluorimétrico (Andrade et al., 1997; Lage & Andrade, 2000)
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tem sido utilizado para avaliar a resposta vascular a variadas
substancias vasoativas em leitos vasculares neo formados e pré-
existentes. A técnica de dosagem de hemoglobina (Hb) é uma
avaliacdo quantitativa e bem estabelecida do indice vascular em
varios tecidos (Plunkett et al., 1990 ; Passaniti et al., 1992; Hu et al.,
1995; Teixeira et al., 1999; Belo et al. 2004). As dosagens das
atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG) (Mullane, et al., 1985; Bailey 1988; Cross, et
al., 2003; Barcelos et al., 2005) correlacionam-se respectivamente,
com a quantidade de neutréfilos e macréfagos recrutados,
possibilitando demonstrar estes componentes inflamatdrios de forma
guantitativa nos varios processos em que participam. O ensaio
imunoenzimatico (ELISA) também tem sido largamente utilizado para
determinacao dos niveis de citocinas e quimiocinas em uma
variedade de modelos experimentais in vitro e in vivo (Salcedo et al.,
2000; Barcelos et al., 2004; Belo et al., 2004).

A manipulacdo génica de animais experimentais tem permitido o
desenvolvimento de linhagens transgénicas as quais possibilitam
elucidar o papel bioldgico de moléculas e as conseqliéncias de
alteracdes génicas no sistema fisioldgico. Em 1997 uma linhagem de
camundongos com delecdo génica para o receptor do PAF foi
desenvolvida por Ishii et al. na qual a caracterizacdo da importancia
deste mediador em processos fisiopatoldgicos foi avaliada.

Neste estudo, utilizando-se estes animais, uma série de atividades
exercidas pelo PAF foi avaliada. Inicialmente, a delegcdao do gene, que
codifica o receptor do PAF, nos camundongos PAFR-KO, foi
confirmada pela auséncia de resposta vaso constritora a
administracdo exdgena de PAF no leito vascular cutaneo através do
método da difusdo de fluoresceina (Andrade et al., 1997; Lage &
Andrade, 2000).
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Na avaliacdo da resposta da angiogénese inflamatéria, induzida
por implante de esponja, foi observado que os camundongos PAFR-
KO exibiram um aumento da angiogénese demonstrada pelo
conteldo de hemoglobina (indice vascular) das esponjas e pela
analise morfométrica. A analise morfométrica dos implantes mostrou
uma aparente discrepancia, entre o numero de vasos e o aumento
progressivo no conteudo de hemoglobina nos implantes que pode ser
explicada pela maturagcao e, pelo estado funcional dos vasos
sangliineos na fase mais tardia do experimento (10 e 14 dias). Nesta
fase é possivel que tenha ocorrido anastomoses como sugere o0s
dados da anadlise da area vascular aumentada do 7° para o 14° dia
principalmente no grupo PAFR-KO.

Foi interessante observar que o aumento da angiogénese também
ocorreu nos implantes dos camundongos WT tratados sistemicamente
com o antagonista do PAF, UK 74505. Esse resultado exclui a
possibilidade de alteracdes conseqlientes a deficiéncia do receptor do
PAF, ou seja, de que a inativacao de outros genes, além do gene que
codifica o receptor do PAF tenha influenciado os experimentos.
Nossos resultados, entretanto, vao de encontro ao estudo de Jackson
et al., 1998, o qual demonstrou uma inibicao da angiogénese em
granuloma da bolsa de ar em murinos pelo Ro 24-4736, um outro
antagonista do PAF. Uma explicacao possivel para esta discrepancia
pode estar nas diferencas entre os tipos de animais e no modelo
utilizado, no composto e na escolha da dose. E particularmente
relevante notar que o estimulo inflamatério (éleo de créton e
adjuvante de Freund’s), usado por Jackson et al., 1998, foi mais
intenso que o promovido em nossos experimentos (simples presenca
de esponja) e que eles reportam um aumento no tamanho do
granuloma, enquanto em nossos experimentos, nao foi observada
qualquer alteracdo no peso dos implantes apds administracao

sistémica do UK 74505. E possivel que o efeito do PAF como um
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mediador pro ou anti-angiogénico varie com o ambiente inflamatério
no qual a angiogénese ocorre.

As alteracdoes vasculares observadas nos camundongos nocaute
foram acompanhadas pela diminuicdo dos sinais inflamatdrios. Foi
interessante observar que a angiogénese, usualmente considerada
como conseqiéncia direta dos eventos inflamatérios como infiltragao
e ativacao celular (Jackson et al., 1998), teve de fato um aumento
acima do normal nos camundongos PAFR-KO onde, o acumulo de
leucocitos foi menor em relacdo ao controle. Estes achados
contrastam marcadamente com a estimulacdo da angiogénese
induzida pelo PAF in vitro e in vivo (Andrade et al., 1992; Bussolino
et al., 1995; Camussi et al., 1995; Montrucchio et al., 2000a, b).
Outra discrepancia em nossos resultados foi que, embora houvesse
uma angiogénese aumentada nos implantes de animais PAFR-KO, os
niveis das duas citocinas proangiogénicas, VEGF e TNF-a, ndao foram
alterados nestes animais. Ambos VEGF e TNF-a tém um importante
papel na angiogénese (Frater-Schroder et al., 1987; Brown et al.,
1997) e o PAF estimula a expressao de fatores de crescimento e
citocinas em uma variedade de tecidos (Bussolino et al., 1995;
Zhixing et al., 1995). Fica claro que nos camundongos PAFR-KO, os
niveis de VEGF ou de TNF-a normalmente induzidos, isto é, os
mesmos niveis que nos camundongos WT, ndo foram fatores
limitantes para a angiogénese e ainda, o PAF nao foi um estimulo
crucial para a producdo desta citocinas. E possivel também que
outros estimulos enddgenos para a producao destas citocinas tenham
participado do processo. Por exemplo, o VEGF é abundantemente
produzido por células tumorais em hipdxia e células endoteliais
ativadas, macréfagos e outras células do sistema imune (Brown et
al., 1997) e a producao de VEGF pelos fibroblastos de camundongo
em cultura foi mostrada ter sido controlada pela producao de

cicloxigenase-2 (COX-2) (Williams et al., 2000). O pico, posterior, de
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producdo de citocinas nos camundongos PAFR-KO é mais aparente
gue real, pois os niveis de VEGF ou TNF-a ndo diferem entre os dias 7
e 10.

Em animais que crescem e desenvolvem inteiramente sem
receptores de PAF, vias compensatdrias para a auséncia de suas
acoes provavelmente surgem. Entretanto, nossos resultados sugerem
gue as alteracbes na geracao e sinalizagao de citocinas ou
guimiocinas e nos efeitos do PAF sao seletivamente influenciados na
linhagem PAFR-KO.

O PAF é um fosfolipidio endégeno capaz de mediar muitos efeitos
bioldgicos diferentes. Muitos destes eventos estdao envolvidos com
inflamacdo, mas o PAF também possui efeitos fisiopatoldgicos na
reproducao, nos sistemas nervoso e cardiovascular (Montrucchio et
al., 2000; Ishii & Shimizu, 2000). Ademais, o PAF tem um importante
papel no crescimento e transformacao celular (Bennett et al., 1993;
Roth et al., 1996; Kume & Shimizu, 1997). Nossos resultados
mostraram claramente que a auséncia do receptor do PAF e, portanto
dos efeitos de sua ligagcdo, leva a uma diminuicdo no acumulo de
leucdcitos (neutrofilos e macréfagos) nos implantes de esponja. Essa
diminuicdo na infiltracdo de células pro-inflamatérias nos implantes
dos camundongos PAFR-KO é completamente compativel com as
acoes pro-inflamatorias atribuidas ao PAF nos animais normais (WT)
(Venable et al., 1993; Ford et al., 1989; Jackson et al.; 1998). A
diminuicdo no acumulo de leucdcitos foi mais claramente marcante
para os neutrofilos nos animais nocautes do que nos animais WT.
Este nivel mais baixo no 7° dia apds a implantacdo continuou durante
todo o periodo do experimento (14 dias). Os niveis de macrofagos
estavam diminuidos somente no fim do periodo, entre o 10° e 14°
dia. Ademais a magnitude do decréscimo na atividade dos
macrofagos foi menor que nos neutroéfilos, sugerindo um grau de

seletividade na perda dos sinais inflamatérios.
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Foram surpreendentes os dados de que, nos camundongos
PAFR-KO, os niveis de relevantes citocinas quimiotaticas, as
quimiocinas, CXCL2(KC) e CCL2(MCP-1/JE), estivessem mais
elevados que nos animais WT. Estas quimiocinas, em camundongos
WT, funcionam como agentes quimiotaticos para neutréfilos e
macrofagos, respectivamente, e niveis aumentados das mesmas
estdo associados com aumento do recrutamento de leucécitos, in
vitro ou in vivo (Rollins, 1997). Assim, nos camundongos PAFR-KO, o
decréscimo no acumulo de leucdcitos e o aumento nos niveis de
guimiocinas sugerem que os leucdcitos em animais PAFR-KO estao de
algum modo, defeituosos em sua resposta aos estimulos
guimiotaticos. Duas possiveis explicacdes para tal defeito sdo a falta
de receptores para as quimiocinas ou a falta de uma via de
sinalizacao intracelular. A falta do préprio receptor pode ser expressa
como uma reducao numérica dos receptores normais ou como
receptores anormais com reduzida afinidade pelos ligantes. Talvez a
melhor alternativa, defeito na sinalizacdo intracelular poderia ser
compativel com as acgOes intracelulares, que é sabido serem exercidas
pelo PAF nas células dos animais normais WT. Um recente trabalho
(Marrache et al., 2002) mostra evidéncias para um receptor do PAF
na membrana nuclear intimamente relacionado a receptores da
membrana celular e reconhecido pelos mesmos anticorpos e pelos
mesmos antagonistas. A ativacdao deste receptor nuclear do PAF
causa a ativacao de quinases reguladas por sinal extracelular e de
quinases reguladas extracelularmente, do fator nuclear-kB (NF-kB) e
da inducgao da sintase 6xido nitrico (NOS) e a via da COX-2 (Marrache
et al., 2002; Gobeil et al., 2003). A estimulacdo diminuida de tais
cascatas de quinases, conseqliente a perda de receptores nucleares
do PAF nos camundongos PAFR-KO, poderia levar a perda de ligacao

entre receptores celulares de quimiocinas.
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Além de possiveis mecanismos alterados da resposta celular, a
discrepancia entre o nivel de quimiocina e o acumulo celular levanta
outra interessante questdo - é a producdo aumentada de quimiocinas
indicativo da perda do sistema de “feedback” nos camundongos
PAFR-KO? Resultados experimentais existentes, sobre uma relagao
normal resposta-concentracao entre concentracao de quimiocina e
influxo celular tem sido postulada e geralmente observada.
Entretanto, nos animais PAFR-KO, a producao de quimiocinas foi
maior que nos camundongos WT, embora um mediador pro-
inflamatdrio, o PAF, tenha sido bloqueado. Uma sinalizacdo de
“feedback” negativo emanando de leucdécitos recrutados poderia
talvez ser uma forma légica de controle da atividade quimiotatica
mas nao ha modelo, até agora, no qual tal controle tenha sido
implicado ou expressado. Todavia, em nosso modelo de angiogénese,
o implante de esponja e a perda de sinalizacdo do PAF através do
receptor do PAF mais estimularam a neovascularizagdao que a inibiu.

Nossos resultados também sugerem que o acumulo de leucdcitos
pode ser uma fonte de sinais antiangiogénicos sob condigdes
normais, isto €, em animais WT. Assim, quando os leucdécitos ndo sao
recrutados no sitio angiogénico-inflamatério, o processo de
angiogénese prossegue descontroladamente. Em cultura de
leucdcitos, ja foi detectada a presenca de uma potente molécula com
funcdes antiangiogénicas, a angiostatina “Kringle 3", (Scapini et al.,
2002).

Era esperado que estes experimentos em camundongos PAFR-KO
pudessem confirmar o papel positivo do PAF na inflamacao e
angiogénese. De fato, nossos resultados confirmaram os efeitos pré-
inflamatdrios do PAF enddgeno. No entanto, surpreendentemente
mostraram que o PAF enddgeno funciona como um inibidor do
processo angiogénico, em nosso modelo de esponja. Além disso, o

acumulo de células inflamatdrias no sitio de neovascularizacao pode
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servir tanto como fonte de inibidores enddgenos de angiogénese
como fonte de estimuladores do processo. Esse inesperado papel do
PAF na angiogénese inflamatoéria nos levou a conduzir experimentos
em tumores solidos considerando a estreita co-dependéncia entre
inflamacdo e angiogénese no desenvolvimento tumoral (Folkman,
1995; Balkwill, 2002).

Os dois tumores avaliados Ehrlich e célon sdao bem caracterizados
guanto aos mecanismos envolvidos na tumorigénese (Fecchio, 1990;
Hsu et al., 1995; Ahmad et al., 2001).

O tumor de Ehrlich no grupo nocaute apresentou um crescimento
exacerbado e niveis elevados de VEGF. Apesar disso, nao houve
modificacdo no conteddo de hemoglobina no tecido tumoral em
relacdo ao grupo WT. E possivel que neste tumor o desenvolvimento
excessivo das células parenquimatosas nao dependa totalmente da
angiogénese. Em alguns tumores isto tem sido demonstrado
(Denekamp & Hobson, 1982). Além disso, pode ter havido um
aumento do parénquima sem um aumento suficiente da rede
vascular. Isto leva a extensas areas de necrose como observada
neste tumor (dados nao mostrados). Neste caso, a hemoglobina é
degradada em hemossiderina a qual ndo é detectada pelo método de
Drabkin. Isto poderia também explicar o aumento nos niveis de VEGF
o qual é produzido em situacdoes de hipdxia (Ferrara & Alitalo, 1999;
Harris, 2002). A inflamacao, outro parametro importante associado
ao desenvolvimento tumoral foi avaliada pela atividade das enzimas
MPO e NAG e os niveis das quimiocinas CXCL2/KC e CCL2/MCP-1/JE.
No tumor de Ehrlich as atividades destas enzimas bem como os niveis
das quimiocinas estavam diminuidos nos animais nocautes,
confirmando o efeito pro-inflamatorio do PAF. Portanto, parece que
nesse tumor os componentes inflamatérios foram afetados pelo
bloqueio do receptor do PAF impedindo assim uma maior

vascularizacao tumoral.
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O tumor de coélon ndo apresentou diferenca significativa no
crescimento nos dois grupos de animais. Entretanto, os niveis de
hemoglobina/angiogénese foram significativamente maiores nos
animais KO, cerca de 40%, em relagao ao tecido tumoral dos animais
WT. Neste tumor os niveis de VEGF e TNF-a estavam aumentados,
diferentemente do observado no tumor de Ehrlich. Os niveis
aumentados destas citocinas pré-angiogénicas no tumor de codlon
podem explicar o aumento da angiogénse como determinado pelo
contetdo de hemoglobina. O TNF aumenta a expressao de VEGF e é
angiogénico podendo agir como um promotor tumoral enddgeno,
contribuindo para o remodelamento tecidual e desenvolvimento do
estroma (Balkwill, 2002).

NOs esperavamos que o crescimento tumoral, a angiogénese e a
inflamacdo diminuissem na linhagem PAFR-KO. Nossos resultados
foram claros, mas inesperados. Nos camundongos nocautes, nao
houve inibicdo do crescimento ou da angiogénese, mas decréscimo de
alguns aspectos da inflamacao. Além disso, os resultados diferiram
entre os dois tumores estudados. Nos animais nocautes, embora os
efeitos do PAF estejam ausentes (Ishii & Shimizu, 2000; Ferreira et
al., 2004), a sintese de PAF nao foi afetada. Conseqiientemente, os
niveis de PAF podem estar normais nos sitios inflamatérios. Nesses
animais pode até mesmo ter havido niveis acima do normal de PAF
extracelular uma vez, que nao havia receptores para ligar o mediador
as células. Esta é uma importante consideracdo porque, em contraste
com o tecido hospedeiro dos camundongos nocautes, as células
tumorais tiveram niveis inalterados de receptores de PAF abeis para
responder ao PAF derivado do hospedeiro ou ao PAF produzido por
elas mesmas. Esta resposta é a estimulacao do crescimento em um
numero de linhagens de células tumorais (Baldi et al., 1994;
Bussolati et al., 2000; Laurenzana et al., 2005) e o PAF tem sido

associado com o crescimento tumoral em exemplos clinicos (Pitton et
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al.,, 1989; Denizot et al., 2003). O resultado pratico dessas
possibilidades em nosso contexto é que a taxa de crescimento total
das células tumorais nos camundongos PAFR-KO podem depender
mais da resposta do tumor ao PAF do que da resposta do hospedeiro.
Por exemplo, algumas células da leucemia mieloide ndo expressam
receptores para o PAF (Berdel et al., 2005) e amostras de canceres
de tiredide humano mostram niveis normais de PAF e enzimas
relacionadas (Denizot et al., 2005). Neste nosso trabalho, a marcada
estimulacdo do tumor de Ehrlich, mas ndo do tumor de célon 26
poderia refletir tal sensibilidade diferenciada das duas linhagens de
tumor para o PAF.

O componente inflamatério destes tumores foi também afetado
pelo bloqueio do receptor do PAF. Foi observado que a atividade das
enzimas pro-inflamatérias (MPO e NAG) encontravam-se diminuidas
no grupo PAFR-KO. Apesar disto, as quimiocinas CXCL2(KC) e
CCL2(MCP-1/JE) mantiveram seus niveis semelhantes nos dois
grupos. Essa discrepancia talvez possa ser explicada pela producao
dessas substancias pelas células do tumor de célon. Varios estudos
mostram uma variedade de quimiocinas detectadas em tecidos
neoplasicos como produtos de células tumorais ou de elementos do
estroma. Isto inclui as quimiocinas CXCL2(KC) e a CCL2/MCP-1/JE. A
primeira quimiocina é importante no recrutamento e ativacao de
neutrofilos e estimulacdo da angiogénese na cérnea e no modelo de
implante de esponjas (Strieter et al., 2004; Barcelos et al., 2004). A
segunda, CCL2(MCP-1/JE) esta envolvida no recrutamento de
mondacitos, ativacao de macrofagos, tem efeito angiogénico direto e
indireto e é a citocina CC mais freqliente em tumores (Salcedo et al.,
2000; Mantovani et al., 2002; Barcelos et al., 2004). As quimiocinas
nos tumores sao mais que substancias quimiotaticas para leucdcitos.
Quimiocinas CC ativam um restrito e distinto programa nos mondcitos

(Locati et al., 2002), incluindo metaloproteinases da matriz (MMPs) e
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citocromo CYP1B1, envolvidos na carcinogénese. Células tumorais
nao s6 expressam receptores para quimiocinas, mas podem
responder a esses mediadores aumentado a proliferacao e a
sobrevivéncia. Finalmente, o recrutamento de leucécitos dirigidos por
guimiocinas resulta em digestao da matriz extracelular que
pavimenta o caminho para as células tumorais levando as primeiras
lesdes (Opdenakker & Van Damme, 1992). Nossos resultados estao,
entretanto, de acordo com trabalhos prévios, uma vez que a resposta
inflamatodria geral, em termos de leucdcitos, estava diminuida no total
nos camundongos PAFR-KO. A inflamagdao tem sido positivamente
correlacionada com cancer por muitos anos, talvez desde Virchow
(Balkwill & Mantovani, 2001), e ha poucos anos atras, a conexao
entre inflamacao e cancer tem sido explorada em detalhes bem
como, varios componentes da reacao inflamatéria tém sido melhores
definidos (Wilson et al., 2005; Balkwill et al., 2005; Jackson & Evers,
2006). Um desses componentes de relevancia aqui é o grupo dos
mediadores protéicos, as citocinas. N6s medimos trés deles, TNF-a,
uma citocina pleiotropica pro-inflamatéria e duas citocinas com
atividades predominantemente quimioatraentes (quimiocinas), CXCL2
e CCL2.

Embora estas quimiocinas sejam potentes agentes
guimioatraentes e seletivos para diferentes tipos de leucdcitos, o
sistema quimiocina é notavelmente promiscuo (Pease & Williams,
2006). Assim, monocitos expressam mais de seis receptores de
guimiocina e o receptor para CCL2, CCR2, é ativado por pelo menos
trés outras quimiocinas. As quimiocinas tém também importantes
acOes sobre outros tipos celulares, notadamente as células
endoteliais, incluindo liberacao de outros mediadores. Por exemplo,
CCL2 (também conhecido como MCP-1) age em culturas de células
endoteliais acarretando alteracdes pro-angiogénicas e liberacao de
VEGF (Salcedo et al., 2000; Hong et al., 2005). Ainda outro alvo sao
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as células tumorais as quais expressam receptores de quimiocinas
mediando metdastases e sobrevivéncia (Balkwill, 2004). Apesar de
tudo, guimiocinas sao um determinante maior do tipo e nimero de
leucdcitos acumulados nos sitios inflamatorios e, em tumores,
atencdo particular tem sido dada aos macrofagos associados a
tumores como fatores criticos para a proliferacao tumoral (Sica et al.,
2006; Bingle et al., 2006). Tendo em mente esta diversidade de
fontes, alvos e acdes, simples correlacdes entre os niveis de CXCL2 e
o numero de neutroéfilos ou CCL2 e macréfagos, correlacdes derivadas
de sua seletividade de acdao quimioatraente in vitro, sao menos
provaveis de ser cumprido in vivo. Neste trabalho, o tumor de Ehrlich
mostrou uma consistente reducao de quimiocinas e infiltracao de
leucdcitos nos camundongos PAFR-KO e no tumor de célon 26, essas
variaveis ndo mostraram aumento na linhagem KO. No total, nossos
resultados sugerem que a associagao entre inflamagao e crescimento
tumoral é livre e facilmente perturbada por alteragdes conseqiientes
a “inativacdo” de um importante mediador inflamatdrio como o PAF.
Ambos o0s tumores exibiram niveis elevados de VEGF nos
camundongos PAFR-KO e nenhuma indicacao de diminuicao da
formacdo de vasos sanguineos ou vascularizagdo diminuida. E é por
isso dificil resistir a simples deducao de que o PAF endbgeno em
nosso modelo age para conter a secrecao de VEGF e angiogénese,
uma deducgao inteiramente oposta a daquelas derivadas da maioria
dos resultados experimentais. Entretanto, nossos resultados foram
compativeis com a correlacdao positiva entre angiogénese e
crescimento tumoral. Eles também podem suportar o conceito de
controle de tal crescimento pela inibicao da angiogénese, mas mais
importante seria predizer que os antagonistas do PAF potenciariam
mais que inibiriam o crescimento tumoral. O potencial angiogénico

aumentado nos camundongos PAFR-KO e a sugerida regulagcdao para
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baixo da angiogénese pelo PAF enddgeno é uma surpresa, mas
também um achado reprodutivel.

O efeito do PAF enddgeno foi avaliado em dois tecidos
proliferativos que apresentam ao mesmo tempo caracteristicas
comuns e distintas. Assim, enquanto o modelo de implante de
esponja induziu a formacao de um tecido fibrovascular, a inoculagao
subcutanea de células tumorais induziu a formacdo de tumores
sélidos. Tanto o tecido fibrovascular (tecido de granulacdo) quanto o
estroma tumoral apresentaram componentes vasculares e
inflamatorios. Entretanto, estes tecidos responderam
diferencialmente ao bloqueio do receptor do PAF. A inflamagao foi
afetada de forma similar nos diferentes tecidos com a diminuicao das
enzimas MPO e NAG. A angiogénese foi predominantemente
aumentada nestes tecidos pelo bloqueio do receptor do PAF.

Em resumo, nds esperdvamos, com os camundongos mutantes,
confirmar os efeitos pro-angiogénicos e pro-inflamatérios do PAF
enddgeno e observar, como conseqiéncia, diminuicdo da
angiogénese inflamatoria e crescimento tumoral. Embora noés
tenhamos confirmado os efeitos pro-inflamatdérios do PAF, a ligacao
entre inflamagao e crescimento tumoral ndao foi tao obvia em nossos
camundongos mutantes, como tinha sido reportado previamente
(Balkwill & Mantovani, 2001; Jackson & Evers, 2006). Finalmente,
nosso trabalho enfatizou que os resultados em camundongos com
delecdo génica ndao sao sempre aqueles razoavelmente esperados. As
razOes para as discrepancias entre os efeitos angiogénicos do PAF nas
linhagens mutante e normal precisam ainda ser estabelecidas.

Esse trabalho sugere que o fator ativador de plaquetas (PAF)
possa ser incluido na lista de inibidores endégenos da angiogénese, a
semelhanca de outros compostos tais como; endostatina,

angiostatina, etc. Entretanto, esta hipétese devera ser confirmada em
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outros modelos antes que sua relevancia para a fisiopatologia da

angiogénese possa ser completamente validada.

110




§ i m. i 1V
/ mlﬁlf oh¥, 1ia)ili]

! " Ip“”“ il

h,ﬁ‘nnﬂnirl am 1! e

gl NBA AR N




Conclusoes

8. Conclusao

Os modelos de animais transgénicos tém sido usados para
elucidar o papel biolédgico de moléculas possibilitando avaliar as

conseqiéncias de alteracdes génicas do sistema fisioldgico.

Nosso trabalho nos permitiu as seguintes conclusoes:

= A utilizacao de animais nocautes para o receptor do PAF
possibilitou investigar o papel enddgeno deste mediador
demonstrando seu efeito modulador na angiogénese,

inflamacao e crescimento tumoral.

= O PAF parece ser um mediador fisiolégico da inflamagdo que
regula negativamente a angiogénese em nosso modelo de

implante de esponja e nos tumores de Ehrlich e célon.

= O bloqueio do receptor do PAF influenciou negativamente a

inflamacgao do tecido fibrovascular e do tecido tumoral.

= No desenvolvimento tumoral o PAF promove efeitos distintos
que podem estar associados aos componentes vasculares e

inflamatodrios de cada tumor.
= A angiogénese no tumor de coélon parece depender mais das
citocinas pro-angiogénicas do que do recrutamento de células

inflamatorias diferentemente do tumor de Ehrlich.

= A inibicdo génica do PAF influenciou diferencialmente o

crescimento e a vascularizagao dos dois tumores estudados
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(estimulou o crescimento do tumor de Ehrlich e a angiogénese
no tumor de célon) o que pode ser devido as caracteristicas

intrinsecas (origem, microambiente, componentes do estroma)

de cada tecido tumoral.

Este estudo contribuiu para uma melhor definicao do papel do
PAF na angiogénese, inflamagcao e no desenvolvimento dos

tumores estudados.
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