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PROPRIEDADES ONCQLiTICAS DO ViRUS DA CINOMOSE CANINA:
EXPRESSAO DA PROTEINA 8 (TNFAIP8) EM CELULAS DE CARCINOMA
MAMARIO

RESUMO - A Viroterapia oncolitica € uma nova estratégia para o tratamento
de cancer em seres humanos e também em animais de companhia. O virus da
cinomose canina (CDV), um paramixovirus, tem se mostrado ser oncolitico
através da inducao de apoptose em células tumorais derivadas de caes, ainda
que 0 mecanismo subjacente a esta ac¢ao inibidora seja pouco compreendida.
Neste estudo, trés linhagens de células tumorais mamarias humanas e uma
linhagem celular derivada de adenofibrossarcoma canino foram testados
quanto a sua suscetibilidade a infecgcao por CDV, a apoptose, o potencial de
membrana mitocondrial (MMP) e a expressao de necrose tumoral-alfa induzida
pela proteina de fator 8 (TNFAIP8 ). A replicagdo CDV induziu o efeito
citopatico e > 45% das células infectadas foram consideradas no ambito de
morte e/ou apoptose tardia sob necrose. TNFAIP8 e expressao génica CDV
foram positivamente correlacionadas em todas as linhagens celulares.

Além disso, a MMP foi altamente associada com o aumento nos titulos de
virus (p <0,005). Assim, estes resultados sugerem fortemente que ambas as
células tumorais mamarias humanas e caninas sao potenciais candidatos para

estudos sobre a terapia do cancer induzido por CDV.

Palavras-chave: Neoplasias de mama, técnicas in vitro, marcadores bioldgicos

de tumor, fenétipo.



ONCOLYTICPROPERTIES OF DISTEMPER VIRUS CANINE BY PROTEIN
EXPRESSION 8 (TNFAIP8) IN INFECTED TUMOUR CELLS.

SUMMARY - Oncolytic virotherapy is a novel strategy for treatment of cancer in
humans and companion animals as well. Canine distemper virus (CDV), a
paramyxovirus, has proven to be oncolytic through induction of apoptosis in
canine-derived tumour cells, yet the mechanism behind this inhibitory action is
poorly understood. In this study, three human mammary tumour cell lines and
one canine-derived adenofibrossarcoma cell line were tested regarding to their
susceptibility to CDV infection, apoptosis, mitochondrial membrane potential
(MMP) and expression of tumour necrosis factor-alpha-induced protein 8
(TNFAIP8). CDV replication induced cytopathic effect and > 45% of infected
cells were considered death and/or under late apoptosis/necrosis. TNFAIP8 and
CDV M gene expression were positively correlated in all cell lines. In addition,
MMP was highly associated with increase in virus titres (p<0.005). Thus, these
results strongly suggest that both human and canine mammary tumour cells are

potential candidates for studies concerning CDV-induced cancer therapy.

Keywords: Breast neoplasms, in vitro techniques, tumor markers biological,

phenotype.
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

Os virus sao estruturalmente muito simples quando comparados as
células procarioticas e eucaridticas, se comportam como ametabdlicos em meio
extracelular e s&o desprovidos de quaisquer organelas ou ribossomos préprios
para seus processos fisioldgicos, como a produc¢ao de sua energia metabdlica,
a capacidade de crescimento e sua divisao (MAHY, 2001; CANN, 2005;
CARTER; SAUNDERS, 2007).

Muitos sdo os virus que estdo sendo pesquisados, modificados e
caracterizados com o objetivo de gerar uma nova opgao terapéutica contra o
cancer. Entre os diferentes tipos virais em estudo, o virus do sarampo (MV)
representa uma alternativa viavel para tal finalidade, pois demonstrou atividade
oncolitica in vitro e in vivo em células de diferentes tipos tumorais em seres
humanos, como por exemplo, o linfoma maligno, a neoplasia pulmonar, o
cancer de ovario, o cancer de pulmao e o adenocarcinoma colo-retal. Contudo,
ainda que seja um valioso modelo de estudo de replicacao viral e de efeitos
das infecgdes virais, o virus do sarampo (MV) apresenta certas especificidades
as células humanas, motivo pelo qual seu uso € contra-indicado no tratamento
de neoplasias em animais de companhia (LAPP et al., 2014).

Surpreendentemente, poucos estudos investigaram a oncolise viral na
medicina veterinaria. O virus da cinomose canina (CDV) apresenta muitas
semelhangas com o virus do sarampo (MV) em humanos, sendo assim, as
propriedades de tal agente tornam-o uma opc¢éo consideravel para o estudo de
oncdlise viral (SCHNEIDER-SCHAULIES, 2008).

Embora sejam modelos de estudo devido aos seus efeitos oncoliticos
em células, ambos diferem significativamente em seu potencial bioquimico para
induzir lesbes neuroldgicas. Ademais, enquanto o MV €& um patdégeno
estritamente humano, o CDV apresenta comportamento oposto, uma vez que
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infecta uma gama de hospedeiros muito mais ampla, incluindo diversas
espécies de carnivoros. Ainda assim, as semelhangas entre ambos permitem
uma exploragdo de possiveis protocolos de tratamento tanto em medicina
veterinaria, quanto na medicina humana.

Existem poucas publicagdes sobre seus potenciais oncoliticos e a
maioria delas investigou a patogénese da infecgdo, sem levar em consideragéo
a potente atividade antitumoral desses morbilivirus. (LAPP et al., 2014).

A infeccdo por CDV de uma linhagem celular derivada de um tumor
cervical humano (células Hela) demonstrou um aumento da quantidade da
forma ativa da proteina clivada da caspase-3 e sinais de apoptose
desencadeados pela via intrinseca (DEL PUERTO et al.,, 2011). Do mesmo
modo, taxas aumentadas de apoptose também foram demonstradas apds a
infeccdo por CDV em linhagens de células linféides caninas (SUTER et al.,
2005).

O CDV é o agente etioloégico da cinomose canina, doenga aguda e
multissitémica importante mundialmente por infectar cdes domésticos (Canis
familiares) e carnivoros silvestres, levando a altas taxas de morbidade e
mortalidade (GREENE; APPEL, 2006; KAPIL et al., 2008; QUINN et al., 2005).

ApOs a inalagao da particula viral dispersa em aerossol, a replicagao se
inicia em tecidos linféides do trato respiratério superior. Entre as alteracbes
induzidas pelo CDV estao a atrofia do timo, a deplegdo de células T e B e a
presenca de corpusculos de inclusdao em células reticulares e linfaticas
(WUNSCHMANN et al., 2000). Ao se disseminar dos sitios de replicacdo
primarios, o CDV atinge varios tecidos epiteliais, podendo ainda chegar ao
sistema nervoso central (SNC), onde causa uma desmielinizagdo que se inicia
em aproximadamente 10 dias pos-infeccado (GREENE; APPEL, 2006).

Estudos revelam que os morbilivirus atenuados s&o importantes
desencadeadores de fusao celular, levando a formagao sincicial ou apoptose.
Tem sido observados também, os beneficios de algumas infecgdes virais e
bacterianas sob o progresso da doenga maligna. Muitos sdo os virus

oncoliticos que estdo sendo analisados e estudados como novos agentes anti-
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cancerigenos em processos apoptéticos nos ultimos anos, esses incluem os
adenovirus, paramixovirus (caxumba, sarampo), enterovirus bovino, virus do
Nilo Ocidental, e dentre esses e outros, o virus da cinomose canina (SUTER et
al., 2005).

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um
processo que resulta no condensamento da cromatina seguido de formagéo de
blebs (prolongamentos da membrana celular) e desintegragdo nuclear em
fragmentos envoltos pela carioteca. Os prolongamentos da membrana nuclear
vao aumentando em numero e tamanho e se rompem dando origem aos
corpos apoptoticos que sdo rapidamente fagocitados por macrofagos (Figura

1), ndo resultando em processo inflamatério (GHAVAMI et al., 2009).

Formacao de
prolongamentos da
membrana celular

Célula normal {_f~._u;§Lﬂ
= Retragdo e Condensacao da  ag= = '
cromatina ;c?wz;g?,é.__l
® 28
4
i |r: 52
i RN )
Formacao ;ﬂ_—:- corpos e
PR apoptoticos e
,s%.\‘,;:_‘ o /-_\ | -
_ e . 2§ olapso do nticleo.
Lise dos corpos s gt Y ¢ Prolongamentos ficam
apoptoticos D & maiores

FIGURA 1 —Alteragdes morfologicas decorrentes do processo de apoptose, que
envolvem alteracdo de permeabilidade de membranas,
condensacgao cromatinica, encolhimento celular, formagao de corpos
apoptéticos sem desintegracdo de organelas. Fonte: dominio
publico.
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Estimulos patologicos e fisiolégicos podem dar inicio a apoptose,
processo este, presente em diversas reagdes imunossupressoras em animais e
humanos, bem como na maioria das infec¢des virais (BEST, 2008). Este
evento é de fundamental importdncia na homeostasia dos organismos
multicelulares em diversas situa¢gdes, como por exemplo, na organogénese e
hematopoiese normal e patoldgica, na reposicao fisioldgica de certos tecidos
maduros, na atrofia dos 6rgaos, na resposta inflamatéria e na eliminagao de
células apds dano celular por agentes toxicos (GRIVICICH et al., 2007).

A morte celular programada € um processo altamente regulado, de
grande eficiéncia, e que requer a interagdo de inumeros fatores; assim, as
alteragdes morfolégicas observadas sao consequéncias de uma cascata de
eventos moleculares e bioquimicos especificos regulados geneticamente
(GRIVICICH et al., 2007). A ativagado dos processos apoptoticos pode ocorrer
de duas formas diferentes: pela via extrinseca (hialoplasmatica) que é iniciada
via receptores de morte tais como Fas, também chamado de Apo-1, e TNF
(receptor fator de necrose tumoral), e requerem pro-caspase 8 ou 10 no
complexo apoptossomo, ativando a caspase-3 que culmina na apoptose; ou
pela via intrinseca (mitocondrial), que envolve a ativagcdo de um membro pro-
apoptético da familia Bcl-2 (Bax, Bid), que libera o citocromo ¢ a partir da
membrana mitocondrial interna. Este 5 se associa com Apaf-1, dATP e pré-
caspase-9, caspases subsequentes sao ativadas, culminando em apoptose
(Figura 2) (GHAVAMI et al., 2009).
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FIGURA 2 - Mecanismos extrinsecos relacionados ao processo de infecgéo
viral e sua relagdo com os processos de morte celular
programada. Fonte: dominio publico.

E dificil, se ndo impossivel, que um virus infecte uma célula sem ativar
uma das vias do processo de apoptose, entretanto, estudos recentes
demonstram um arranjo entre as vias apoptéticas viral e celular (HARDWICK,
2001). Kajita et al. (2006) descreveram a ativacao das caspases 3 € 8 no
processo de infecgao viral em monocamadas de células Vero, associando este
mecanismo ao processo de morte celular.

Suter et al. (2005), relataram que a infeccdo por CDV atenuado foi
eficiente em linhagens de células linféides neoplasicas caninas e linfécitos B e
T coletados de cées com linfoma, documentando a apoptose em 50% a 90%
das células infectadas. Outros estudos revelam que as estirpes virais utilizadas
na formacdo de vacinas podem induzir a apoptose nas células Vero e a
importancia da MCP na patogenia da degradacdo oligodendrocitica na
cinomose clinica (BEINEKE et al., 2008).

As doencas neoplasicas representam uma das causas mais comuns de
morte entre os seres humanos e animais. Atualmente as opcdes terapéuticas
disponiveis e aplicadas muitas vezes continuam a ser insatisfatorias, portanto,

novas estratégias e abordagens sdo extremamente necessarias. De acordo
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com o que ja foi exposto acima, é possivel inferir que o CDV atenuado pode ter
atividade oncolitica em células de tumor de mama em cadelas, representando
uma promessa para testes clinicos e possivel terapia para tal neoplasia (LAPP
et al., 2014).

2. HIPOTESE

A infeccdo de linhagens celulares de tumores de mama humanos e
caninos pelo CDV interfere no metabolismo das mitocondrias, desencadeando
processos de sinalizacdo para os eventos intrinsecos e extrinsecos da morte

celular programada (MCP).
3. OBJETIVOS
3.1 Gerais

Avaliar os eventos intrinsecos e extrinsecos de morte celular
programada associados a infecgao pelo CDV, no cultivo de trés linhagens de
células oriundas de tumor de mama em humanos: C2Bbel (adenocarcinoma
humano: ATCC® CRL 2102), Hs578T (tumor de mama humano, ATCC® HTB
126), MCF-7 (tumor mamario humano, ATCC® HTB 22) e uma linhagem celular
de tumor de mama canino AF-72 (adenofibrossarcoma canino, ATCC® CRL
1542). Além disso, estimular novas pesquisas neste potente campo de oncdlise
viral em modelos celulares altamente adequados para o beneficio dos seres

humanos e dos caes.
3.2 Especificos
Promover a infecgdo experimental com as estirpes Snyder Hill (ATCC®

VR-1587™) e Lederle (ATCC® VR-128™) do CDV em linhagens tumorais

mamarias humanas e caninas para observacao dos efeitos citopaticos.
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Avaliar parametros como a viabilidade celular, suscetibilidade a infecgéo

por CDV e fatores ligados ao processo de morte celular programada.

Avaliar o potencial de membrana mitocondrial (MMP) e a inducdo de

necrose tumoral-alfa pela expressao da proteina 8 (TNFAIP8).

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Neoplasia mamaria em cadelas

A neoplasia mamaria em cadelas tem sido muito investigada por servir
de modelo para o estudo do cancer de mama em mulheres (MARTINS;
FERREIRA, 2003) e por possuir varias caracteristicas epidemiolégicas,
clinicas, biolégicas e genéticas semelhantes ao da espécie humana (SILVA et
al., 2004).

Os tumores mamarios caninos podem se desenvolver por motivos
genéticos, nutricionais, ambientais ou hormonais. Constituem
aproximadamente 52% das diversas neoplasias que afetam as fémeas da
espécie Canis familiares, sendo que 50% dos mesmos apresentam
caracteristicas de malignidade (QUEIROGA; LOPES, 2002).

Segundo Lana et al. (2007), os riscos desta carcinogénese aumentam
com a idade do animal, apresentando fatores de riscos mais elevados de
manifestacdo tumoral as cadelas que possuem entre 10 a 11 anos. A remocao
cirurgica completa do tumor, com amplas margens de seguranga € O
tratamento de escolha quando ndo ha envolvimento metastatico, sendo o

mesmo, um procedimento a ser definido pelo médico veterinario.
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Entretanto, de acordo com Lana et al. (2007), os protocolos de
quimioterapia antineoplasica e radioterapia apresentam baixa atividade anti-
tumoral em neoplasias de mama em cadelas.

O cancer é um importante problema de saude animal que vem sendo
bastante estudado pelo significativo aumento da casuistica mundial. Apesar de
eficazes, em sua maioria, os tratamentos convencionais das neoplasias
malignas apresentam um grande desafio para a medicina, pois, embora com
consideraveis avangos, o0s protocolos quimioterapicos sao altamente
agressivos, bioacumulativos e podem estar relacionados a recidivas tumorais e
aparecimento de novos tumores.

Neste contexto, muitos anticorpos monoclonais s&o utilizados, sendo
expostos a determinados antigenos especificos, a fim de que a célula tumoral
obtenha uma resposta imune citotdéxica tornando-a capaz de responder a

processos anti-tumorais.

4.2 Cinomose

A cinomose é uma doenca mundialmente importante, altamente
infecciosa, caracterizada por uma enfermidade multissistémica que apresenta
altos indices de morbidade (GREENE; APPEL, 2006; KAPIL et al., 2008).

No Brasil, milhares de caes morrem todo o ano devido a essa doenca
viral (HEADLEY; GRACA, 2000). Ainda, ha locais que sofrem com o
aparecimento de surtos esporadicos apesar do aparente controle da doencga,
como alguns paises desenvolvidos da Europa, América do Norte e Oceania
(JOZWIK; FRIMUS, 2002; MAES et al., 2003; NORRIS et al., 2006).

O CDV possui uma gama de hospedeiros, é capaz de infectar diversas
espécies de mamiferos (GREENE; APPEL, 2006) e representa sério risco a
vida destes animais (POMEROY et al., 2008). Além dos cdes, que servem
como principal reservatorio do virus e fonte de infecgao para outros animais, a
cinomose pode ocorrer em outros membros da ordem Carnivora (GREENE;
APPEL, 2006).
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Ha relatos descritos sobre a cinomose canina que datam de 1746 na
Ameérica do Sul. Anos mais tarde, em meados de 1760 a doenca foi descrita na
Espanha, seguida de Inglaterra, Itdlia e Russia. Somente em 1853, surgiu a
teoria de que a cinomose dos céaes poderia ter sido importada do Peru para a
Europa, com entrada inicial feita por colonizadores espanhdis no século XVII
(BLANCOU, 2004).

A taxa de mortalidade causada pelo virus pode variar de acordo com a
espécie e status imunolégico do animal. Em animais infectados pelo virus
observa-se desde infec¢cdo branda e inaparente (animais assintomaticos) até
doenca clinica severa e frequentemente fatal (GREENE; APPEL, 2006). Em
caes a mortalidade decorrente da infeccdo pelo virus da cinomose,
corresponde a segunda maior causa de Obito por doencgas virais, sendo
superada apenas pela raiva canina. Os indices de mortalidade descritos estdo
entre 30% a 70% dos animais infectados (GREENE; APPEL, 2006).

Filhotes e caes jovens sao mais susceptiveis a doenga, contudo a faixa
etaria entre os trés a seis meses de idade apresenta maior numero de casos
descritos (JOZWIK; FRIMUS, 2002; NORRIS et al., 2006).

O virus nao possui predilegado sexual e racial (PATRONEK et al., 1995;
HEADLEY; GRACA, 2000). Os caes sem raga definida (SRD) parecem liderar
as estatisticas da doenca quando comparados as diferentes ragas caninas,
entretanto, este fato pode ser explicado, por este grupo ser extremamente
representativo no Brasil (HEADLEY; GRACA, 2000).

O diagnéstico clinico realizado com base na anamnese, exame fisico e
exames complementares em alguns casos pode ser inconclusivo (AMUDE et
al., 2007). Entretanto, diversos testes mais especificos podem ser usados para
o diagnéstico da doenca. Caes que se recuperam da infeccdo sé&o
provavelmente imunes por toda sua vida, e resistem a exposi¢ao ao virus apos
sete anos em isolamento.

A cinomose canina € uma doenca endémica no Brasil. No entanto, tem
se tornado emergente em paises que por anos controlaram o aparecimento da

doenca. Isto se deve em parte, a grande variabilidade genética do virus, que
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faz com que este alcance um vasto numero de novos hospedeiros. Este fato,
também coloca em duvida a eficiéncia de vacinas desenvolvidas com cepas

que com o passar do tempo n&o se encontram mais circulantes no ambiente.

4.3 Virus da cinomose canina

Pertencente ao género Morbillivirus e a familia Paramyxoviridae,
(CARTER et al., 2005) o CDV € um virus envelopado com genoma de RNA fita
simples polaridade negativa que contém seis genes que codificam as proteinas
virais estruturais e nao estruturais: o Nucleocapsideo (N), a Phosphoproteina
(P), Large (L), a Matriz (M), a Hemaglutinina (H), e a proteina de Fusao (F)
(MARTELLA et al., 2008; LAMB & KOLAKOFSKY, 2001). No envelope lipidico
estdo localizadas as duas glicoproteinas de superficie (F e H) que promovem a
entrada e saida do virus das células do hospedeiro e conferem a variabilidade
genética, além de serem importantes em conferir a produgcdo de anticorpos
neutralizantes pela imunizagéo ativa (LAMB & KOLAKOFSKY, 2001).

A hemaglutinina é a proteina viral mais importante no processo
infeccioso, pois o virus utiliza esta macromolécula na ligacdo aos receptores da
célula do hospedeiro. Uma adequada resposta imune contra esta proteina pode
prevenir a infecgao pelo CDV (VON MESSLING et al., 2001).
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FIGURA 3- Esquema ilustrado da particula viral do virus da cinomose canina,
familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus. Morofologia circular,
variando a pleomorfica, com envelope viral (lipid bilayer), fita simples
de acido ribonucleico (RNA), com as principais proteinas virais fusao
(F), nucleocapsideo (N), matrix (M), hemaglutinina (H), proteina
maior (L), fosfoproteina (P).

Em relag&o ao tropismo celular, o virus da cinomose canina € capaz de
replicar-se em diversos de 6rgaos e tecidos causando infec¢gdo (SEEHUSEN et
al., 2007).

Diversos tipos celulares de origem primaria ou de linhagem foram
utilizados no estudo da replicagdo deste virus, incluindo African Green Monkey
Kidney cell (células Vero), marmoset lymphoid cells (B95a), Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK) cells, canine macrophages and lymphocytes (SULTAN
et al., 2009; TECHANGAMSUWAN et al., 2009). A ativagdo das caspases, de
proteinas pro e anti-apoptéticas em diversos tecidos e/ou cultivos in vitro de
células primarias e de linhagem, revelam uma diversidade de alternativas da
familia Paramyxoviridae em modular a resposta do hospedeiro favorecendo a

produgao de novas particulas virais.
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4.4 Apoptose

A morte celular foi considerada durante muito tempo, um processo
passivo de carater degenerativo como a necrose e senescéncia. Em 1964, foi
proposto o termo "morte celular programada" para designar um tipo de morte
celular que ocorre de forma ndo acidental; e em 1972, Kerr, Wyllie e Currie
sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo ativo de morte celular.

Células animais possuem uma capacidade inata de perceber uma
infecgao viral e ativar medidas que limitam a replicacdo e disseminacdo do
virus. As duas principais medidas de defesa sdo: uma resposta protetora que
leva a sintese de citocinas, incluindo interferons (IFN), para alertar e proteger
as células vizinhas; e uma resposta suicida das células infectadas (apoptose)
para restringir os componentes celulares disponiveis para a multiplicagéo viral.

Na apoptose as alteragdes iniciais ocorrem com uma retragao da célula,
que leva a perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas,
seguida de condensacdo da cromatina e concentragdo junto a membrana
nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma
prolongamentos e o nucleo se desintegram em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de
numero e tamanho e rompem, originando estruturas com conteudo celular,
denominadas corpos apoptoticos, que sao rapidamente fagocitados por
macréfagos e removidos sem causar um processo inflamatério (GHAVAMI et
al., 2009). Este processo de grande eficiéncia é extremamente regulado e
requer a interacdo de inumeros fatores. Sua ativagcdo é iniciada de duas
diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca
(mitocondrial). A ativagcdo da via intrinseca ocorre por estresse intracelular ou
extracelular, especificamente estresse mitocondrial causado por fatores como
dano ao DNA. Sob o sinal de stress, as proteinas pro-apoptoticas no
citoplasma, Bax e Bid, se ligam a membrana externa da mitocondria levando a
liberagdo do conteudo interno. Entretanto, o sinal de Bax e Bid apenas nao é

suficiente para ativagao completa (GRIVICICH et al., 2007). Bac, outra proteina
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pré-apoptética que reside com a mitocondria também € necessaria para
promover a completa liberagdo do citocromo ¢ e do conteudo intramembranar
da mitocondria, ao passo que, a expressao do gene Bcl-2 tem como funcéo
proteger as células da morte prevenindo a liberagcdo da citocromo c e
impedindo o processo de apoptose. Seguindo a liberagédo, o citocromo ¢ forma
um complexo no citoplasma com adenosina trifosfato (ATP) e a enzima Apaf-1.
Em seguida, o complexo ativa a caspase-9, uma proteina iniciadora que age
em conjunto com o complexo citocromo c, ATP e Apaf-1 formando os
apoptosomos, estes ativam a caspase-3, a proteina efetora que inicia a
degradagao (GHAVAMI et al., 2009).

A via extrinseca é desencadeada pela agdo de moléculas sinalizadoras,
conhecidas como ligantes especificos, em um grupo de receptores de morte
transmembrana da célula alvo, como o FAS. Esta ligacao € capaz de ativar pro-
15 caspases 8 ou 10, levando a ativagdo da caspase-3, efetora (GRIVICICH et
al.,, 2007). As vias apoptoticas sao extremamente sofisticadas, altamente
reguladas e monitoradas pelas células, e tem se mostrado um passo chave

para a compreensao da patogénese dos virus da cinomose canina.
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Abstract

Oncolytic virotherapy is a novel strategy for treatment of cancer in humans and
companion animals as well. Canine distemper virus (CDV), a paramyxovirus, has
proven to be oncolytic through induction of apoptosis in canine-derived tumour
cells, yet the mechanism behind this inhibitory action is poorly understood. In this

“?human mammary tumour cell lines and one canine-derived
oma cell I|ne were tested regardlng to thelr susceptlblllty to CDV

were considered death and/or under late
nd CDV M gene expressmn were posmvely

strongly suggest that both humhn
potential candidates for studies conc'

Keywords: Canine and.-human mammary tumours, in vitro culture, cancer
markers, cell phenotype.
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Introduction

Oncolytic viruses represent a potential treatment for human and animal
neoplasias.” Canine distemper virus (CDV) is a member of the family
Paramyxoviridae, a negative-stranded RNA belonging to the genus Morbillivirus
and is closely related to measles virus (MV).2 CDV is able to infect canine
lymphoid cell lines, macrophage/monocytes tumour cell lines, such as DH82
cells, andneoblas_tic lymphocytes in vitro, leading to apoptosis of tumour cells.*®
In addition, CDV.may produce both cytolytic and persistent infections in vivo and
in vitro.®” y

Apoptosis is a frequent outcome of several viral infections and may be either
induced or inhibited:by"‘ié" ;‘ry‘umber of viral proteins.?® Both apoptosis induction
and inhibition may be pai'tof the host defense against virus infection, or they can
be a mechanism for viral sp:reéd to neighboring cells.® CDV has been shown to
induce apoptosis in cerebellrdm ‘and Iymphoid tissue of naturally infected dogs,

through the extrinsic pathway, lyéa;ff‘t'i\:/'ahting caspase-8 and caspase-3 gene
expression.®'® In addition, CDV ha bé n shown to induce apoptosis of Vero
cells by triggering the extrinsic pathway, with caspase-8 and caspase -3
activation.”"'? The cellular stress caused by CDViinfection of Hela cells leading
“to apoptosis may represent an attractive alternative for cancer treatment. "
TNFAIP8 like-2 (TIPE2), a member of the tumor necrosis factor-a-induced
protein-8 (TNFAIP8) family, was recently identified 'as}"é novel negative regulator
gene of the immune system which can mdependently maintain immune
homeostasis."® Experiments in vitro have demonstrated that TIPE2 inhibits
activator protein 1 (AP-1) and NF-kB stimulation.'® TIPE2 knockout cells showed

hyper—responsnveness to Toll-like receptor (TLR) and T cell receptor (TCR).

activation. ™ These findings suggest that TIPE2 expression in some cells is
closely assomated with immune system disorders, and may trigger some
developmental diseases. TIPE2 is expressed in human lymphoid tissues, but
also-in some non-lymphoid tissues, such as tissues of the nervous, digestive,
urinary, respiratory, and reproductive systems, suggesting that TIPE2 may have
roles beyond immune regulation.’ In spite of some studies on human cancer and
respective cell lines, little information on TNFAIP8 expression induced by animal
oncolytic viruses is available. Thus, the main objectives of this study were to
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determine if CDV is”able to induce apoptosis in cultured human and canine

tumor cells, associated with TNFA/P8 gene expression.
Material and methods
Cell culture and virus

The cell r’iﬁésztzsber (human adenocarcinoma; ATCC # CRL 2102), HS578T
(human breast tumour ATCC # HTB 126), MCF-7 (human mammary tumour;
ATCC # HTB 22) ‘and AF-72 (canine adenofibrossarcoma; ATCC # CRL 1542)
were cultured in F12/D|3! ecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen®,

Carlsbad, CA, USA) anﬁbrotrc—antrmycotlc 100 x (Invitrogen®), 10% FBS, and
5% 200 mM glutamine GﬁVﬁ%rogen% Under these conditions, culture flasks were
d ] ator at 37 °C and 5 % CO, until complete
monolayer confluence. The medrrjm was replaced every 24 h, and pictures were

,.éa.
ay intervals under an inverted microscope

maintained in humidified 1

taken to observe the morphology at
(Olympus IX 70, Tokyo, Japan). The canlrle distemper viruses strains Snyder Hill
(ATCC® VR-1587™) and Lederle (ATCC® VR 128™), all belong to American 1

group were used.

Virus infection and cell proliferation

~ For virus infection, all cell lines were grown to 80% conﬂuency in Lab-Tek®
chambers slides (BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA) and moculated with 100
Hl of each CDV strain suspensions (10*? TCIDso/ml), cOrre\:pondmg to a
multrplrcrty of infection (m.o.i.) of approximately 1. The négatrve control
correspondeg to uninfected cells and positive control corresponded to all cells
exposed to A5 uM of staurosporine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Staurosporine, a pan- of kinases, is well-known research compound

often used as a classical apoptosis-indiicing agent.™ The viral suspensions were
aliowed to adsorb for 1 h at 37°C. After incubation, the viral suspensions were
removed and the monolayers were supplemented with the same medium.
Infected and uninfected (control) cells were monitored under phase-contrast

using an Olympus IX-70 microscope for cytopathic effect (cpe). Approximately 10
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fields were analyzed-in each eondition and photographs were taken at 200 x
magnification by cellSens™ software (Olympus™). All cells (5 x 10° per well)
were seeded into 12-well plates and infected at a multiplicity of infection of 1 with
the respective viruses. All analyses were done in duplicate. After 2 h of
adsorption, the inoculum was removed and cells were washed twice with
medium and further incubated at 37°C. At 0, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36 and 48h
post—mfectlon (p i), supematant and cell-associated virus were recovered and

was determlned by limited dilution.' Cell proliferation analysis was performed
using an /n Vitro Toxicology Assay® Kit, an MTT-based assay in all cells at 24 and
48 post-infection (p.i.). (TOXI 1 Kit; Sigma-Aldrich®). For each p.i. interval, the
supernatant was removed and 2ml MTT (tetrazolium salts) were added following
the manufacturer’s rec mendations (Sigma-Aldrich®). Absorbance was

2 photometer (Eppendorf®, Hamburg, Germany). All

T
Apoptosis and mitochondrial membrane‘potentlal

Apoptosis/necrosis was investigated using“ihe’“‘double staining method with the
ife Technologies). At 48h p.i,
cells were processed according to manufacturer’s mstructlons A total of 400 pl of

 Vybrant Apoptosis Assay Kit (Molecular Probés

1 x annexm -binding buffer were added and stalned cells were analyzed by
acoustic flow cytometry under BL2-A (530 nm). JC-1

(5 56,6 -tetrachloro-1,1",3,3" -tetrathylbenZImldazolyl-carbocyamme iodide
(Molecular Probes, Eugene, OR) is a mitochondria-specific: probe To perform

this assay, 2 x 10° of infected and uninfected cells at 48h p.i were trypsmlzed .

washed and mcubated with 10 pg/ml of JC-1 for 10 min at 37°C in the dark. After
this period, cells were immediately analyzed by acoustic flow cytometry under
BL1-A (488 nm) and BL2-A (575 nm) filters. Data were acquired via the Attune™
acoustic focusing cytometer system (Applied Biosystems®). Data were
expressed as % of JC-1 cells emission. The parameters used were as follows:
2.500 events/seconds, flow rate of 1 ML per min with a stop gate of 500.000 total
cells, BL1-A voltage of a 488 laser and SSC threshold of 300. All of the
experiments were performed at least in quadruplicate.
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Upon harvesting at 0, 2, 6, 12, 18, 24 30, 36 and 48 p.i., total RNA was extracted
from cell monolayers using Trizol ™ protocol according to manufacturer's
instructions (Invitrogen®). An average of 100 ng of RNA treated with DNase were
used for gPCR in order to quantlfy TNFAIP8 and virus {CDV) M gene expression
372 assay ID: Cf 02672103 _S1; catalog # 4331182 assay ID: Hs

was performed by*
described previously. '

expression values were transformed in logs and’éo

Spearman correlation coefficient,

Results

Virus'infection.and apopt

All cell Iines presented cytopathic effects after 48h of inoculation with Snyder Hill
and Leder!e strains, characterized by cell Iy5|s floating rounded cells and grant

all Fig:2'A'and BY). In contrast, infected ceI!s showed a significant
decrease in prollferatlon rate upon mfectlon by both CDV strains (Fig 3A-B)

K3
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Regarding to apoptosis, at least 45 to 70.7% of infected tumour cells were
_considered under death proce‘sé and 10 to 30.8% under late apoptotic/necrotic
phase at 48h p.i. for both CDV strains (T able 1). These fmdmgs suggest that CDV
infection actwates apoptosus Ieading mfected cells to undergo an early death

process. 7 R

) Mstochondnﬁ%mbrane potential (MMP) was assessed usmg the JC-1 assay
This assay de ectsﬁuorescent dye that leaks from depolarized mitochondna of

Py

infected cells and no 53 regated dye emits ﬂuorescent light at 488 nm BL-1
filter (Fig. 3A-B) Al tufi

when infected by Sny&ﬁ il (Fig. 3B). Lederle strain afected mitochondria
function more intensively w&f% | 'nfected C2Bbel cells (Fig. 3A; p<0.005). These
results suggest that CDV strafﬁs activate mitochondrial metabolism in order to

:ur cell lines showed + 40% of cells undefgoing MMP

increase virus progeny. Accordmg%ga arman correlation coefficient, analysis
TNFAIP8 and CDV M gene expression
both CDV strains analysed (Fig.2). A low

(r=0.59; p=0.0025).

s considered positively correlated for

Discussion ‘
”@ggw

The six hallmarks of cancer: (1) ability to evade apesis (2) sustained
angiogenesis; (3) limitiess growth potential; (4) ability to m\@g&and metastasize;
(5) self-sufficient growth signals; (6) insensitivity to. antlgfﬁﬁgwfﬁ -%gnals and
phenotype change.'® Some cancer therapeutic modalities, such’ﬁa, adiatlon and
chemotherapy, promote cell death through DNA damage and;{ Goiis

trigger the apoptotic pathway. However, neoplastic cells with defects in apoptotic
mechanisms tend to be resistant to these therapie'é,.17 In this way, it will be more

useful, from a therapeutic and prognastic stan_dpoint, to consider the entire

apoptotic network rather than targeting a single step.' In order to overcome

these obstacles, oncolytic viruses emerge as an alternative especially for activate

more than one-step of apoptosis process.'?'®
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Members of thé‘ family Paramyxoviridae, su’dh' as Newcastle disease virus
(NDV) and CDV represent interesting candidates for dncolytic therapy as they
display a broad cell tropism.2™ In this study, both CDV strains were capable to
rephcate in canine and human-denved tumours cells leading to death and/or late
apoptosis after 48h p.i. Similar result was. observed in CDV infected acute B cell
lymphoma cefls when 50% of infected cells dispiay apoptosis at 48h p.i.°
Accordmg t0s revuous studies, CDV mfectlon activates both intrinsic and extrmsm

\\_Jp%tos:s has been reported in HeLa cells by intrinsic pathway

wﬁ&

through activation of_“_;f ,;ase-?: at 24h pi."" Cancer is a complex, multi-step

prevent apoptoms induced by the
of mitochbndrial activity during viral

- icient ATP is available for viral
Jreplication to proce’ed while concomitan‘gyjﬁi hibiting apoptosis induced by
oxidative stress.?’ However, some viruses refz- oafe\»,and leave infected cells after
abundant production of progeny virus °, ‘ -'o:ﬁvvhat was observed in this

study.

viability.? These steps cause changes in the morphology "{,’Wfs , : cells, including

cytoplasm condensation, DNA fragmentation and subseqaengixalteratlons in

membrane phospholipids through the intrinsic and/or extrmsmépath vays.'® The
extrinsic pathway is signalled via ligand Fas/CD95 or TNF receptggg%gﬁfamlly.a &
Tumour necrosis factor-alpha-induced protein 8 (TNFAIPS) is expressed in
* various human cancer cell lines.”® Like several other regulators of apoptosis,
TNFAIP8 can play different roles in apoptosis in response to different stimuli. In
addition, experimental evidences support that TNFA/P8 may serve as an
oncogene in human cancers and exogenous expression in breast cancer cells
enhances invasion in vitro and experimental metastasis in vivo, while knocking

down TNFA/IP8 reduce their tumorigenicity." In spite of TNFAIP8 expression has

Veterinary and Comparative Oncology

41



Veterinary and Comparative Oncology

been descr:bed in human breast cancer cells, its transcnption in canine derived
tumour cells was first evaluated here. Therefore it may represent an innovative
topic for a wide range of appl‘ catlons and tumour types in both humans and
dogs.** ’ :

Further work Wlth CDVs shouid focus on the development of canine cancer
treatment in vivo. Th»IS wm n_o_t only be of benefit to canine populanon but will also
- provide imﬁ%&gan’t data for improving morbillivirus human therapy. ‘
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Figure captions

Figure 1. Cytppathxc effects produced by Snyder Hill and Lederle CDV strains at

Figure 3. Percentage of viable cells mea tred by MTT assay at 24h and 48h p.i
with Snyder Hill (A) and Lederle (B); * p<0.¢ 005 megatlve control corresponded to
uninfected cells at the same p.i. Posatwe c@ﬁ gol corresponded to C2Bbel,
HS578T, MCF-7 and AF-72 cells submitted to 1;54@# of staurosporine at 24h and
48h p.i. &

'Figure 4. Percentage of JC-1 positive labelled cells aﬁg{ 24 §and 48h p.i with
Snyder Hill (A) and Lederle (B); * p<0.005. Negative coftf ﬁ,ﬁorresponded to
unmfected cells at the same p.i. Positive control correspdn 2d %{o C2Bbel,

at 24h and

48h p.i.

HS578T, MCF-7 and AF-72 cells submitted to 1.5 uM of staurosj o;,;ﬁe'

Flgure 5. Correlation between TNFAIP8 and CDV M gene expression in
HS578T, C2Bbel, MCF-7 and AF-72 cells mfected by Snyder Hill and Lederle
CDV strains at 48h p.i. The correlation coefficient (r) was calculated according to
the Spearman analysis and p<0.005 was considered significant.
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Snyder Hill ' Lederle - Uninfected cells

Cytopathic effects produced by Snyder Hill and. Lederle CDV strains at 48h p.i. documented under phase
contrast microscopy. C2Bbel cells revealed few rounded and floated cells (bars 20-pm); HS578T showed
monolayer lysis (bars 40-um); MCF-7 revealed less intense cell damage (bars 100-pm); AF-72 showed
rounded and giant cells (bars 100-pym). Negative control corresponded to uninfected cells at the same p.i.
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Virus titres corresponded to 0, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36 and 48 h p.i produced by Snyder Hill and Lederle
CDV strains in all cells. The data were Log transformed corresponded to tissue culture infectious dose 50%
method (p<0.005).
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Percentage of viable cells measured by MTT assay at 24h and 48h p.i with Snyder Hill {A) and Lederle (B}; *
p<0.005. Negative control corresponded to uninfected cells at the same p.i. Positive control cormresponded to
C2Bbel, HS578T, MCF-7 and AF-72 cells submitted to 1.5'yM of staurosponne at 24h and 48h p.i.
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. Percentage of 1JC-1 positive labelled celis after 24 and 48h p.i with Snyder Hill (A) and Lederle (B); *
p<0.005. Negative control corresponded to uninfected cells at the same p.i. Positive control corresponded
to C2Bbel, HS578T, MCF-7 and AF-72 cells submitted to 1.5 pM of staurosporine at 24h and 48h p.i.
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