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ABREVIATURA

AIR - Resposta inflamatoria aguda

B16F10 - Células de melanoma murino B16F10
CTL ou CD8" - Células T citoliticas

EGF - Fator de crescimento epidermal

FGF-2 ou bFGF - Fator basico de crescimento de fibroblasto
HIF-1 - Fator 1 indutivel pela hipoxia

ICAM-1 - Moléculas de aderéncia intercelular 1
IL-1 - Interleucina 1

IL-2 - Interleucina 2

IL-2R - Receptor para interleucina 2

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 - Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12

INF-y - Interferon gama

LAK - Linfécitos com atividade killer

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade
MMP - Metaloproteinases

mRNA - RNA mensageiro

NK - Células natural killer

NO - Oxido nitrico

NOS - Oxido nitrico-sintase

NSAID - Droga antiinflamatéria ndo esterdide
PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas
S91 - Células de melanoma murino S91

TAM - Macroéfagos associados ao tumor

TGF-p - Fator de crescimento e transformagio beta
TIL - Linfocitos infiltrantes de tumor

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

VCAM-1 - Molécula de aderéncia a células vasculares 1
VEGEF- Fator de crescimento do endotélio vascular

VEGFR- Receptor para fator de crescimento do endotélio vascular
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1. Revisao Bibliografica

O cancer constitui o segundo maior problema de satide publica da
atualidade, superado apenas pelas doencas cardiovasculares. No ano de 2006 foram
estimados 472.050 novos casos de cancer no Brasil, sendo o de maior incidéncia o cincer
de pele ndo melanoma (116 mil casos novos). O melanoma, por sua vez, apresenta baixa
incidéncia, correspondendo a 2% do total de tumores diagnosticados em homens e
mulheres, entretanto, sua letalidade é elevada e essa caracteristica tem intima relagdo com

A - 1 1,2
a ocorréncia de metastases @, ).

O desenvolvimento tumoral ¢ causado pela expressdo de oncogenes e/ou
pela inativagdo de genes supressores tumorais, que levam a um fendtipo de multiplas
propriedades malignas, tais como proliferagdo descontrolada, capacidade de invaso e
potencial metastatico. Essas caracteristicas fenotipicas estdo presentes em células de

melanomas malignos, as quais expressam diferentes metaloproteinases (MMPs) ¢4,

(5,6,7) 8

citocinas e fatores de crescimentos ® em determinados estagios do desenvolvimento
tumoral.

Melanomas cutineos podem se desenvolver a partir de melanocitos
normais ou de lesdes precursoras como nevos congénitos ou nevos displasicos @,
Histologicamente podem ser diferenciadas duas fases de crescimento do melanoma, a fase
de crescimento radial ou horizontal e a fase de crescimento vertical. Na fase de
crescimento radial observa-se a tendéncia das células de crescerem nas camadas
epidérmicas e derme superficial por um tempo prolongado '?. Nessa fase, hd baixo
infiltrado linfocitario e as células microinvasivas do melanoma depositam ao redor de si

estroma fibrovascular '"'?. Na fase de crescimento vertical, as células crescem em dire¢do

as camadas mais profundas da derme como uma massa expansiva e com perda de



maturidade celular ?). Essa fase ¢ caracterizada pelo alto risco de disseminacdo, estando
também associada a altas taxas mitoticas, neovascularizagdo, bem como pela presenga de
infiltrado inflamatério !>

A possivel associagdo entre inflamagdo e o desenvolvimento tumoral foi
hipotetizada por Virchow, em 1863, que observou a presenga de infiltrado inflamatdrio no
sitio tumoral. Para esse pesquisador, os leucécitos ali presentes liberavam fatores irritantes
que, juntamente com o tecido injuriado, criavam um microambiente favoravel a

proliferagio celular !9,

Corroborando a hipotese de Virchow, varios estudos
demonstraram uma relacdo bem estabelecida de diferentes tumores com processos de
inflamagdo cronica, decorrentes de infec¢des por virus, bactérias e parasitas, doengas
autoimunes ou da presenca de agentes quimicos e fisicos *'”). Assim, foi observado, por
exemplo, que pacientes com colite ulcerativa com periodos de ulcerago e regeneragio da
mucosa colorretal, apresentaram maior freqiiéncia de carcinomas colorretais e que o
tratamento desses individuos com drogas antinflamatorias ndo esterdide (NSAIDs) ¢ capaz
de reduzir este risco ¥,

Atualmente se sabe que os fatores irritantes, antes mencionados por
Virchow, constituem uma série de mediadores inflamatérios, como radicais livres e

1 20 Dentre esses

citocinas, produzidos por células infiltradas no sitio tumora
mediadores, as espécies reativas do oxigé€nio e o 6xido nitrico (NO) podem ser gerados em
altos niveis e danificar o DNA das células em proliferagdo, proporcionando acimulo de
alteragdes genéticas. Além disso, o NO pode causar dano as proteinas envolvidas no reparo
do DNA, bem como levar & mutagio do gene supressor tumoral p53 @Y. O p53 tem a
funcdo de manter a integridade do genoma celular, controlando a acdo de fatores

transcricionais, a proliferacdo celular e a apoptose. O p53 também é responsavel pela

degradacdo do fator alfa-1 indutivel pela hipéxia (HIF-1a) @2 Assim, a perda da fungdo



do p53 pode acarretar no acumulo de HIF-la, que aumenta a atividade glicolitica das
células tumorais e induz a expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGEF), fator esse chave no processo de angiogénese @),

Assim, a angiogénese ou a neovascularizagdo ¢ um processo existente
tanto na resposta inflamatoria cronica, quanto no desenvolvimento tumoral. Esse evento se
caracteriza pela formagdo de novos vasos, ao redor e/ou dentro do tumor, a partir de um

24,25 .
(2425 & se desencadeia

vaso pré-existente ou de células progenitoras da medula dssea
através de um desequilibrio entre fatores pro e antiangiogénicos produzidos principalmente
por células inflamatérias, mas também pelas proprias células tumorais >2*”. A formacio
desses novos vasos ¢ um processo de multiplas etapas, iniciando com a degradagdo da
membrana basal, que circunda os capilares, por a¢do de proteases e colagenases, seguida
da proliferacio e invasdo de células endoteliais no estroma tumoral *¥.

Folkman, em sua revisio ®, foi um dos primeiros a propor que o
crescimento tumoral e a metastase eram dependentes da neovascularizago, relatando que
tumores implantados em oOrgdos ndo perfundidos tinham falha no seu crescimento,
enquanto tumores implantados proximos a iris, area ricamente irrigada, induziam a
angiogénese e rapido crescimento tumoral. Varios experimentos que se seguiram
evidenciaram que o crescimento tumoral era dependente da neovascularizacdo, sendo que
tumores sem vasculatura ficavam restritos a tamanhos microscopicos, tendo seu
crescimento controlado pelo balango entre proliferacdo celular e apoptose %", Entretanto,
esses tumores ndo vascularizados podem sofrer mudangas e se tornar angiogé€nicos, evento
esse conhecido como switch angiogénico.

O switch pode ser direcionado por oncogenes angiogé€nicos, como o ras,
que regula positivamente a expressdo de VEGF e/ou pela regulacio negativa da expressio

I A . 32,33 . :
de inibidores da angiogénese, como as trombospondinas “***. Uma segunda maneira seria



a condicdo de hipoxia associada ao tumor, a qual ativa HIF-1, que regula proteinas
angiogénicas, como ja mencionado acima ®**¥. Além disso, fibroblastos residentes no sitio
tumoral podem induzir o switch, levando células tumorais a produzirem proteinas pro-
angiogénicas ©°. Fibroblastos ou células tumorais também podem produzir algumas
MMPs, que atuam como enzimas proteoliticas sobre a matriz extracelular ¢ membrana
basal, favorecendo a migragdo das células endoteliais. Além disso, algumas MMPs podem
induzir ou ativar fatores pro-angiogénicos, que estavam na forma latente seqiiestrados pela
matriz extracelular %7,

Apds o switch, observa-se aumento da sobrevida das células tumorais e
diminui¢io da apoptose, em decorréncia da entrega de oxigénio e nutrientes e remoc¢ao dos
metabolitos celulares pelos novos vasos sangiiineos “**". Observa-se também liberagio
tanto autdcrina, quanto paracrina de fatores de crescimento e citocinas no microambiente
tumoral por células do sistema imune, células inflamatorias, células do estroma ¢ mesmo
por células tumorais V.

Dentre os fatores que regulam positivamente a angiogénese, o VEGF tem

©® sendo por

papel crucial na indugdo da neovascularizagdo de tumores como o melanoma
isso, um fator que merece destaque. Este fator de crescimento pertence a superfamilia
PDGF-VEGF, constituida de cinco membros, sendo o mais expresso o VEGF-A 9 0
VEGF pode ser produzido por inumeros tipos celulares como macrofagos, células T,
células da musculatura lisa, esplendcitos, queratindcitos, astrdcitos, osteoclastos ¢ também

por células tumorais “**". Sua acfio ¢ principalmente mediada através de ligagdo com 2

tipos de receptores tirosina quinase, VEGFR-1 (Flt-1) ¢ VEGFR-2 (Flk-1) “?.

O VEGF pode induzir tanto a angiogénese fisioldgica, como a
patolégica, atuando como potente mitogeno de células endoteliais “". E essencial para a

mobilizagio de células endoteliais precursoras derivadas da medula éssea “? e pode



(44)

também modular a migra¢do das células endoteliais Além disso, aumenta a

permeabilidade vascular “*, estimula a expressdo endotelial do ativador do plasminogénio

(46) 7)

e metaloproteinases da matriz @D as quais estdo envolvidas na degradagdo da matriz
extracelular, acdo essa necessaria para a migragdo das células endoteliais. O VEGF pode
ter agdes inibitorias sobre a apoptose de células endoteliais, através da indugio da
expressio de proteinas antiapoptdticas, como Bel-2 “¥. Esse fator pode inibir a maturago

(49)

de células dendriticas no sitio tumoral em adenocarcinoma gastrico '/, sugerindo, assim,

redu¢do na imunovigilancia contra tumores.

A expressio de VEGF também estd relacionada com potencial
metastatico, pois varios trabalhos demonstraram que tanto a angiogénese tumoral, quanto

~ ~ - . 1 38,50,51,52
expressio de VEGF no melanoma sdo caracteristicas de metastase e recidivas ©**%°'%,

Nesse sentido, Salven et al. 3

, observaram que 32% das células de melanomas primarios
e 91% das de melanomas metastaticos expressavam VEGF. Esses autores demonstraram
ainda que todos os tipos de melanomas apresentaram um alto numero de células
inflamatdrias infiltrantes que expressavam VEGF, sugerindo que esse fator € regulado
positivamente durante a progressdo e disseminagdo do tumor. Outros autores encontraram
niveis significativos de VEGF, fator basico de crescimento de fibroblasto (FGF-2) e
interleucina 8 (IL-8) no soro de pacientes com melanoma em comparagdo com o individuo
controle e esses valores mostraram uma forte correlacdo com a elevada probabilidade de

progressao @n,

As células inflamatorias infiltrantes podem contribuir para a progressio
do melanoma, através da producdo de citocinas que induzem a expressdo de VEGF. Torisu

et al. ¥

observaram a produ¢@o de VEGF e IL-8 por células de melanoma, em resposta a
produgdo de fator de crescimento e transformagdo f (TGF-p), fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a), IL-1 e metabdlitos do acido aracddénico produzidos por macrdofagos. Leek et al.



5% observaram também que células de carcinoma de mama passam a expressar VEGF em

resposta a citocinas como TNF, IL-1 e IL-6 produzida por macréfagos associados ao tumor
(TAM). Além disso, os TAM podem produzir TGF-B1, que, por si so, pode induzir a

angiogénese, bem como induzir a produ¢do de VEGF.

Além da hipdxia, varios fatores regulam a expressdo de VEGF, entre
eles, os fatores de crescimento como o PDGF ©® ¢ o fator de crescimento epidermal (EGF)
47 citocinas como TGF-B ©¥, 1L-6 ©?, IL-1 ®? ¢ também protaglandina E © e éster de

forbol G661,

O FGF-2 ou FGF-basico (bFGF) ¢ outro fator de crescimento com
importante papel angiogé€nico e pode ser produzido por macréfagos e mastdcitos e também
por células tumorais. O FGF-2 pode ser liberado da matriz extracelular e torna-se ativo
através da ligacdo com heparina ou heparan sulfato das glicosaminoglicanas 62 Essa
ligacdo ¢ pré-requisito para uma interagao de alta afinidade com seu receptor na superficie

celular .

Diferentemente do VEGF, o FGF-2 tem agfo pleiotropica, estimulando
o crescimento tanto de células endoteliais, como de células da musculatura lisa,
fibroblastos e células tumorais ®Y. Além de estimular o crescimento, esse fator pode
degradar a membrana basal pela ativagio de colagenases, gelatinases e proteases ¢,

Essa acdo sobre a matriz ¢ extremamente importante para que as células tumorais

consigam invadir o tecido subjacente.

Tsunoda et al ©” demonstraram que a inoculagdo de FGF-2 exdgeno no
sitio tumoral em camundongos induziu a neovascularizagdo nos estigios iniciais da
tumorigé€nese, com subseqiiente crescimento ¢ metastase de células de melanoma maligno

B16-BL6. Também observou sua ag¢do sobre as células do estroma tumoral, induzindo a



expressio de VEGF-A. Além disso, a injecdo local de FGF-2 induziu inicialmente o
recrutamento de neutrdfilos, células T e mondcitos, também produtoras de VEGF-A, que
contribuem indiretamente para a neovacularizagdo. O FGF-2 ¢ expresso pelas células do

6

melanoma, mas nio por melandcitos normais “®, porém ambas expressam receptores de

alta afinidade para esse fator )

Fazendo uma interface entre a resposta imune e os processos envolvidos
na angiogénese, observa-se a atua¢do do TGF-. Definido originalmente pela habilidade de
induzir transformagdo em células ndo neoplasicas em cultura 70 "o TGF-B pode tanto
suprimir quanto aumentar a carcinogénese D Plaquetas e linfocitos sdo fontes dessa
citocina multifuncional, que regula os processos de proliferagdo e diferenciacdo celulares

(7279 Além disso, o TGF-p ¢ um potente quimioatrativo para mondcitos do sangue

periférico 7 bem como para linfocitos e neutrofilos ),

TGF-B tem o potencial de inibir o crescimento da maioria das células

normais ¢ malignas de origem epitelial, endotelial e linféide

, entretanto em estagios
avancados da tumorigénese, as células tumorais tornam-se resistentes, devido a perda ou
mutagdes que levam a inativagdo de genes de um ou mais componentes envolvidos na
sinalizacdo do TGF-f (1) Assim, nessas células a sensibilidade ao TGF-B diminui ou
desaparece, fazendo com que essa citocina deixe de atuar como inibidor paracrino em
estagios avancados de metastase de melanoma 777®.

Esse fator também pode induzir a angiogénese tumoral, através da
potencializa¢do da acdo angiogénica do FGF-2 ™) ¢ também por atuar nas células do
estroma tumoral, promovendo a formacdo da matriz extracelular, regulando positivamente
a expressdo de moléculas de adesdo como as P-integrinas ®08D 0 TGF-B pode ainda

favorecer a angiogénese pela indugdo da expressio de VEGF por células tumorais ®?.



Wojtowicz-Pagra ®*

relatou que a maioria dos tumores malignos expressa TGF-f3, atuando
como imunossupressor por diminuir a imunovigilancia e, assim, favorecendo o
crescimento tumoral e metastase. Nesse sentido, estudos tém demonstrado a habilidade
desse fator de crescimento em inativar células natural killer (NK) e linfocitos com
atividade killer (LAK), provavelmente pela inibicdo da secre¢io de TNF-a ¢ p ®*.
Dentre as citocinas envolvidas na relacdo tumor:hospedeiro, o TNF-a
possui papel chave na associagdo inflamagdo/cancer. O TNF-o é um polipeptideo
multifuncional, que atua como mediador pleiotropico das inflamagdes aguda e cronica e
também da resposta imune ®*®. Durante o processo inflamatdrio, essa citocina é produzida
primariamente por neutrofilos e depois por macrofagos, na tentativa de reparar o tecido
injuriado as)
Quando produzida localmente em altas doses, essa citocina pode ter
acdo citotoxica direta sobre o endotélio vascular tumoral, induzindo também apoptose e
necrose das células tumorais ®”*®. Outra caracteristica antitumoral importante, é que o
TNF-a pode mediar a morte de células tumorais através da atividade killer das células
TCD8" ¢ NK ®¥. Pode também inibir a proliferacdo endotelial, bloqueando a angiogénese
#9 ¢ também atuar como fator angiostatico, sozinho ou em sinergismo com IL-12 “?. O
TNF-a pode ter sua agdo potencializada pelo interferon gama (IFN-y) e, quando atua em
sinergismo com essa citocina, regula negativamente a angiogénese, através da diminui¢do
da expressdo de VB3 integrina nas células endoteliais, resultando no desprendimento e
apoptose destas células ©V.
Entretanto, quando a produ¢do de TNF-a passa a ser cronica € em baixos
niveis, essa citocina pode causar dano ao DNA da célula tumoral, por induzir a produgéo

de espécies reativas do oxigénio, as quais, além de agirem diretamente no DNA, podem

inibir enzimas de reparo ®**?. O TNF-o. possui atividade antiapoptética por ativar o fator



nuclear NFkB ®® e também pode mediar a interagdo entre células tumorais e estroma pela
inducdo de quimiocinas, como IL-8 (92), MMP9 ©¥ ¢ fatores de crescimento, tais como
VEGF e FGF-2 ®?, sendo essas moléculas importantes no desenvolvimento vascular
tumoral.

Quando atua sozinho ou em sinergismo com IL-1, o TNF-a pode induzir
a expressdo de moléculas de adesdo, tais como VCAM-1 e ICAM-1 no endotélio (95’96),
aumentando o risco metastatico por facilitar a adesdo ao tecido vascular e migragdo das
células tumorais do tecido para a corrente circulatéria ©7.

A IL-6 ¢ outra citocina que induz a expressdo de molécula de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1) em células de melanoma ®®. Essa interleucina pode ser produzida
por TAM e induzir a angiogénese tumoral por regular positivamente a expressdo de VEGF
(88:99) " Nesse sentido, Cools-Lartigue et al. " demonstraram que mondcitos estimulados in
vitro com sobrenadante de cultura de melanoma uveal expressavam niveis significativos de
IL-6. Os autores sugerem que, in vivo, a produ¢do dessa citocina por TAM pode agir como
um fator pré-angiogénico e também desativar macrofagos com atividade citotoxica,
favorecendo, assim, o crescimento, sobrevivéncia, proliferacdo tumoral e metastase.

Embora no estagio inicial do desenvolvimento de melanoma a IL-6
possua um papel protetor, inibindo o crescimento das células malignas, provavelmente por

) (98,100,101)

aumentar a fun¢@o das células T citoliticas (CTLs , sua expressdo em estagios

mais avangados da tumorigénese, esta associada a progressdo tumoral e diminuicdo da

. . . A 101,102
sobrevida de pacientes com melanomas malignos cutaneo '*"1%%

. Sua expressio em
células de melanoma uveal humano também estd associada a progressdo tumoral, fato que

poderia justificar os altos indices de metastase nos pacientes acometidos com esse tumor

™



Também foi observado por Angelo et al. %%

que a mutagdo do p53 em
células de carcinoma renal regulou positivamente a expressdo da IL-6, uma vez que, em
condi¢des normais, o p53 suprime o promotor da IL-6, por interferir em véarios fatores
transcricionais que regulam o gene que codifica essa interleucina.

A IL-10 ¢é outra citocina com acdo pleiotropica e sua atividade
antitumoral na resposta imune ¢ ainda controversa. Em modelo murino de células de
melanoma transfectadas com IL-10, essa citocina foi capaz de inibir o crescimento tumoral
por estimula¢@o do sistema imunoldgico, principalmente pela ativagdo das células NK e de
CTLs ", Huang et al. ", utilizando células de melanoma humano que expressavam IL-
10, demonstraram que essa citocina inibiu o crescimento tumoral e teve efeito
antimetastatico. Esses resultados foram correlacionados com a inibi¢do da angiogénese in
vivo, uma vez que a IL-10 foi capaz de regular negativamente a expressdo de VEGF, IL-
1B, TNF-a, IL-6 e MMP-9 em TAMs.

1. (106), utilizando também células de

Entretanto, Garcia-Hernandez et a
melanoma transfectadas, demonstraram que a IL-10 promoveu o crescimento das células
tumorais, o que se correlacionou com a ocorréncia de angiogénese, visto que células
endoteliais expressavam receptor para essa citocina. Esses autores também observaram
aumento do niimero de linfécitos T CD4", sugerindo serem do padrdo Th2, favorecendo o
crescimento e modelando a angiogénese tumoral, sendo esses efeitos prevenidos quando
utilizaram anticorpo monoclonal anti-IL-10.

Howell et al %7

, utilizando material de biopsia de pacientes com
melanoma maligno cutaneo, estudaram se o polimorfismo genético associado a produgio

de IL-10 influenciava no prognostico da doenga. Os autores observaram que o genotipo de

alta expressdo de IL-10 se correlaciona com crescimento menos invasivo do melanoma

10



(crescimento radial), enquanto as células com expressio média ou baixa estavam
associadas a maior freqii€ncia de casos com crescimento vertical importante.

A interagdo do tumor com o sistema imune do hospedeiro desencadeia a
geragdo de uma variedade de citocinas com importante papel antitumoral. Uma das mais
importantes citocinas envolvidas na resisténcia aos tumores ¢ o IFN-y. Essa citocina é um
potente indutor de moléculas de histocompatibilidade de classe I (HLA-I) em células de
melanoma humano in vitro. A expressdo do antigeno HLA-DR (MHC classe I1) em cultura
de melanomas, que normalmente nfo expressam esse antigeno, ¢ também induzida apds
administragio de IFN-y 'O aumento da expressdo de HLA-I por IFN-y pode diminuir a
suscetibilidade das células tumorais a lise por células NK, mas por outro lado, o potencial
de lise dos linfocitos infiltrantes do tumor (TIL) ¢ aumentado apods incubagdo com essa
citocina %%,

Além de induzir a expressdio de HLA, o IFN-y também aumenta a

expressio de ICAM-1 em células de melanoma e melandcitos ')

, entretanto,
diferentemente do que ocorre com a IL6, essa expressdo foi associada com o aumento da
vulnerabilidade das células tumorais a morte mediada por mondcitos (12" Gusella et al.
(13 ybservaram que monocitos humanos, quando tratados com IL-2, induziram aumento
tanto na expressdo de mRNA de IL-8, quanto da proteina. Entretanto, quando essas células
foram tratadas com IFN-y, falharam na indugéo da expressdo de IL-8 e também inibiram o
estimulo proporcionado pela IL-2. A inibi¢do da IL-8 é importante, pois a expressdo dessa
quimiocina esta fortemente associada a angiogé€nese tumoral 15.114)

Outro grupo a sugerir o papel do IFN-y na inibi¢do da angiogénese foi de

Coughlin et al. "

, que demonstraram que células de carcinoma mamario transfectadas
com genes de IL-12 e IL-18 induzem aumento da expressdo de IFN-y, que por sua vez tem

acdo angiostatica pela inibi¢do da expressdo de quimiocinas ELR-CXC.
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A IL-2 ¢ outra citocina que esta envolvida na indu¢do de uma resposta
imune eficiente. Essa citocina € produzida principalmente por linfocitos T auxiliares (Th),

. . ~ . . ~ . ~ 11
induzindo sua maturagdo, diferenciacdo e ativacdo (116)

. Além disso, pode induzir a
atividade de células LAK, macréfagos e mondcitos ativados, além de aumentar a funcdo
das células NK 7. Todas essas células sdo importantes na resposta imune celular contra
tumores, razdo pela qual o uso terap€utico da IL-2 em pacientes com melanoma ¢
defendido por alguns autores %!,

Wagner et al. (129 demonstraram que melanoma cutdneo humano em
estagio de regressdo expressam tanto o receptor para IL-2, quanto altos niveis dessa
citocina, sugerindo assim sua contribui¢io no combate ao melanoma. Niu et al. 2"
também demonstraram que células de melanoma murino transfectadas com gene da IL-2 in
vivo tiveram seu crescimento reduzido. Entretanto, Garcia-Vazquez et al. *?
demonstraram que células de melanoma derivado do tumor primario expressavam tanto IL-
2R, quanto IL-2 e que essa citocina teve fungfo autdcrina, aumentando a proliferagdo das
células tumorais, contribuindo assim para a progressdo tumoral.

Finalmente, outra citocina do tipo 1, que induz resposta antitumoral, é a
IL-12. Essa citocina tem a capacidade de aumentar a resposta de CTL “*¥) estimular
células NK "** ¢ induzir a produgdo de citocinas como IFN-y por células NK e linfocitos T
(125)

Dabrowasha et al. 1* demonstraram o efeito antiangiogénico da IL-12
em células de melanoma B16F10, quando usaram essa citocina com um inibidor de
metaloproteinases (BB-94). A IL-12 estimulou a producgdo de INF-y que, em combinagio
com BB-94, proporcionou maior efeito antitumoral. Lasek et al. ®” ¢ Coughlin et al. ">

também demonstraram que células tumorais que expressam IL-12 tiveram agdo

antiangiogénica pela indu¢do de INF-y. Lasek et al. ® também demonstraram a acio
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antiangiogénica da IL-12, sobre a formagdo de novos vasos no modelo murino de
angiogénese induzida por células tumorais B16F10.

A IL-12 também tem sido relacionada com as células T reguladoras
(CD4+CD25+). Nagai et al. '*”) mostraram que células de melanoma B16F10 ndo foram
afetadas pela administragdo, in vivo, do anticorpo monoclonal anti-CD25; entretanto,
quando essa administragdo foi combinada com células tumorais transfectadas com gene
para IL-12, resultou em rejeicdo tumoral. Assim, esses autores indicaram que a deplecio in
vivo de células T reguladoras ¢ um potente adjuvante para imunoterapia de melanoma,
principalmente se associado com a presenga de IL-12.

Assim, a inflamag¢8o pode providenciar localmente citocinas prd e
antiinflamatorias, sendo que a progressdo tumoral dependera da influencia do niimero de
células, tipo, tempo e estado de ativagdo de todas as células presentes no infiltrado. Esse
balango de efeitos opostos no infiltrado reflete o paradoxo da resposta imune observado
freqiientemente em pacientes com tumor an,

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos genéticos
envolvidos no controle da resposta inflamatéria e sua relagdo com infecg¢des e tumores, o
Instituto Curie da Fran¢a, em colaboragdo com o Instituto Butantan do Brasil, desenvolveu
um modelo murino de resposta inflamatoéria aguda (AIR). Esse modelo foi obtido por uma
selecdo fenotipica bidirecional a partir de uma populacdo polimdrfica (F0), resultante do
cruzamento de oito linhagens isogénicas (A, DBA2, P, SWR, CBA, SJL, BALB/c,
C57BL/6). Partindo da populacdo FO, duas linhagens de camundongos foram
desenvolvidas com um perfil de resposta inflamatoéria aguda forte (AIRmax) ou fraca
(AIRmin), apos inoculo s.c. de particulas de poliacrilamida, um agente quimicamente
inerte e ndo imunogénico '**. A sele¢do desses camundongos foi baseada no influxo de

leucocitos e proteinas encontradas no exsudato, 24 e 48 horas, apds a injecdo das
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particulas. O limite da sele¢do (homozigose) foi alcangado na populacdo F17, em que os
animais AIRmax apresentaram 10 vezes mais leucdcitos infiltrantes, principalmente
neutrofilos polimorfonucleares (PMN) e 2,5 vezes mais concentragdo protéica que oS
animais AIRmin "*”. A analise da herdabilidade do caréter inflamacdo, durante as vérias
geracdes, revelou o envolvimento de QTL (Quantitative Trait Loci) com efeito aditivo,
sendo que 11 QTL estdo envolvidos com a concentragido de células e 7 com a concentra¢do
de proteinas 1%,

Contribuindo para a diferenca fenotipica entre as duas linhagens,
AlRmax apresenta maior numero de PMN na medula 6ssea, decorrente da maior atragéo
por citocinas granulopoiéticas que AIRmin. Os autores também observaram que os animais
AlRmax produzem mais fatores quimiotaticos para PMN no exsudato inflamatorio, sendo

. . . 130
essas células mais resistentes a apoptose (130)

. Além disso, diferencas no perfil da
populac@o de células NK também foram observadas nesses animais, sendo que a linhagem
AlRmax apresenta maior numero de células NK e CD8+ esplénicas que os AIRmin,
havendo também diferenca entre as linhagens quanto a atividade citotdxica contra células-
alvo Yac-1 radiomarcadas e produgdo de citocinas como IFN-y, TNF-o e IL-12p40 3V,
Essas diferengas entre as linhagens refletem as mudangas de
suscetibilidade/resisténcia a varias doencas. Di Pace et al. *? demonstraram que os
animais AIRmax s3o mais suscetiveis que os animais AIRmin a indugdo de colite por
dextran sulfato de so6dio e também no desenvolvimento de focos de criptas aberrantes e
cancer de cdlon induzido por 1,2 dimetil-hidrazina (DMH), indicando a correlagdo direta
entre suscetibilidade ao cancer de colon e a resposta inflamatoria aguda. Entretanto, nesse

mesmo trabalho, camundongos AIRmax foram mais resistentes a carcinogénese pulmonar

induzida por DMH, visto que animais da linhagem AIRmin desenvolveram multiplos

14



ademonas e adenocarcinomas. Assim, a resisténcia ou suscetibilidade desses animais
parece ser dependente das caracteristicas do 6rgéo acometido.

Maria et al. "*¥ também demonstraram, em modelo de carcinogénese
pulmonar induzido por uretana, que as divergéncias existentes parecem estar relacionadas
com a segregacdo de alelos suscetiveis (AIRmin) e resistentes (AIRmax) para a regido de
suscetibilidade para adenoma pulmonar (Pas-1) e evidenciando o envolvimento deste locus
na resposta inflamatoria. Nesse trabalho, foi demonstrado que os animais AIRmin
apresentaram resposta inflamatoria subaguda persistente, com 40 vezes mais focos
tumorais que o grupo AIRmax.

Em modelo de carcinogénese quimica de pele induzido por 9,10-dimetil-
1,2-benzeno (DMBA) e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), Biozzi et al. ‘*
demonstraram também que os animais AIRmin foram mais suscetiveis que AIRmax, com
incidéncia tumoral 5,8 vezes maior ¢ com multiplos focos tumorais. Esses autores
observaram histologicamente que os tumores que progrediram para malignidade com
aspecto macroscopico de carcinoma de pele nos animais AIRmax apresentaram maior
infiltragdo de leucdcitos com intensa formagdo de pus peritumoral. Além disso, esses
camundongos apresentaram menor didmetro tumoral que AIRmin. Todos esses resultados
podem sugerir que a contengdo local do tumor nos animais AIRmax seja devida a presenga
de fatores antiangiogénicos, como citocinas, produzidas por células do infiltrado, contendo

assim o crescimento tumoral. Castoldi et al. 3V

observaram que animais AIRmax, em
condi¢cdes normais, expressaram mais TNF-o, IFN-y e IL-12p40, as quais podem atuar
como fatores angiostaticos e antiangiogénicos, inibindo a sintese de fatores de crescimento.

Esses animais também foram avaliados quanto a resisténcia e

suscetibilidade a metastases de melanomas implantados . Esses autores verificaram que

camundongos AIRmax, implantados s.c. com melanoma murino B16F10, apresentaram
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intenso infiltrado inflamatério no local de inoculagdo, com massa tumoral pigmentada no
dorso, apresentando areas de ulceracdo e necrose, mas sem detecgdo de metastases nos
orgdos internos. No entanto, 80% dos camundongos AIRmin apresentaram metastases no
pulmédo e figado 15 e 30 dias apos indculo. Quando esses animais foram tratados com
drogas antiinflamatorias, nesse mesmo trabalho, ficou demonstrado que os mecanismos
inflamatérios estdo diretamente relacionados com a imunidade inata, visto que
camundongos AIRmax tiveram uma incidéncia de até 80% de metastase quando tratados
com nimesulide.

Assim, dada a complexidade dos processos envolvidos na tumorigénese,
deve ser considerada a possibilidade de que a segregagdo dos genes envolvidos na
regulacdo da resposta inflamatoéria aguda interfira também em outros mecanismos de
controle do crescimento tumoral. Com isso, o presente projeto foi formulado para testar
a hipotese de que a resisténcia/suscetibilidade dos animais AIRmax e AIRmin ao
desenvolvimento de tumores pode ser decorrente de diferencas em sua capacidade de

promover a angiogénese tumoral.
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3. Objetivo Geral

Para testar a hipdtese apresentada, este projeto teve por objetivo, avaliar a
expressdo de fatores de crescimento e o numero de células produtoras de citocinas

envolvidas na angiogénese, no modelo de melanoma em camundongos AIRmax ¢ AIRmin.

3.1. Objetivos Especificos

a) avaliar a expressdo no bago de mRNA dos fatores de crescimento, VEGF, FGF-2 ¢
TGF-f;
b) avaliar o perfil de citocinas, TNF-a, IL6, IL10, IFNy, IL2 e IL12, produzidas por

esplendcitos.
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Abreviagdes: VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; TGF-B: fator de
crescimento e transformagdo beta; FGF-2: fator basico de crescimento de fibroblasto;
AIRmax: camundongos com resposta inflamatoria maxima; AIRmin: camundongos com

resposta inflamatdria minima.
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Resumo:

Camundongos AIRmax ¢ AIRmin selecionados de acordo com a intensidade da
resposta inflamatoria aguda apresentam variacdes na suscetibilidade ou resisténcia ao
desenvolvimento de tumores. Considerando a importancia da resposta inflamatdria no
desenvolvimento tumoral ¢ que mediadores desta resposta influenciam a angiogénese, o
presente trabalho avaliou os perfis de expressdo no bagco de mRNA de VEGF, FGF-2 e
TGF-f pela técnica da PCR em tempo real e o nimero de células produtoras das citocinas
IL-6, TNF-a, IL-10, IL-2, IL-12 e IFN-y pela técnica de ELISpot envolvidas na
neovascularizacdo nos animais AIRmax e¢ AIRmin. Para tanto, estes animais foram
implantados com células de melanomas murino B16F10 e S91 e avaliados quanto ao
crescimento tumoral, presenga de metastases e expressdo dos mediadores citados aos 7, 14
e 30 dias apds indculo subcutidneo. Nossos resultados demonstraram que os animais
AIRmin tiveram maior capacidade de conter o crescimento de melanoma B16F10 do que
os animais AIRmax, embora diferengas significativas em relacdo ao fatores envolvidos na
angiogénese ndo tenham sido encontradas. Os animais AIRmin implantados com
melanoma S91 também apresentaram menor freqiiéncia de crescimento tumoral, ainda que
esses animais tenham apresentado mais fatores envolvidos na angiogénese, como maior
expressdo de mRNA de VEGF e maior numero de células produtoras de IL-6 e TNF-a.
Assim, é possivel que o melhor controle do crescimento tumoral em animais AIRmin seja
decorrente de sua capacidade de gerar maior niimero de células produtoras de IFN-y e

menor nimero daquelas produtoras de I1L-10.
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1. Introducéo

A angiogénese ou neovascularizacdo ¢ um processo que ocorre tanto em condi¢des
fisiologicas, quanto patoldgicas como nas doengas inflamatorias cronicas [1] e no
desenvolvimento de tumores soélidos [2]. A angiogénese tumoral ¢ caracterizada pela
formagdo de novos vasos, dentro ou ao redor do tumor, a partir de um vaso pré-existente
ou de células progenitoras da medula déssea [3,4]. Esse processo € iniciado pelo
desequilibrio entre fatores pré e antiangiogénicos, produzidos por células inflamatdrias
presentes no sitio tumoral e pelas proprias células tumorais [5,6].

Dentre os fatores de crescimento, o VEGF tem um papel chave na indugfo da
angiogénese, atuando como potente mitogeno de células endoteliais [7]. Além disso, sua
expressdo pode ser aumentada em resposta a citocinas como IL-6, TNF-a e TGF-f,
produzidas por macrofagos associados ao tumor (TAM) [8,9], fato associado ao potencial
metastatico de melanoma [10,11]. O TGF-B pode induzir diretamente a angiogénese [6],
ou através da indug@o de moléculas envolvidas nesse processo como o VEGF [12], FGF-2
[13] e B-integrinas [14]. O FGF-2 induz tanto o crescimento de células endoteliais, quanto
tumorais [15], além de degradar a membrana basal pela ativacdo de proteases e
colagenases, favorecendo a quebra de barreiras e migracdo das células endoteliais e
tumorais [16,17].

As citocinas também podem ter efeito bloqueador ou facilitador da angiogénese.
Citocinas, como IL-6, TNF-a, IL-10 em determinados estagios do desenvolvimento
tumoral e concentra¢des apropriadas, induzem indiretamente a angiogénese tumoral
[18,19,20,21]. Por outro lado, IFN-y, IL-12 e IL-2, cujos efeitos bioldgicos estdo
associados a uma resposta antitumoral, podem inibir a angiogé€nese tumoral [22,23,24,25].

Assim, esse conjunto de fatores antagénicos produzidos por células do sistema imune,
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células inflamatdrias, ou pelas células tumorais podem contribuir para o combate ou a
progressdo tumoral, refletindo o paradoxo observado em pacientes com tumor.

Na tentativa de melhor compreender os mecanismos inflamatérios envolvidos no
cancer, foram desenvolvidas linhagens de camundongos com perfil para resposta
inflamatdria intensa (AIRmax) ou fraca (AIRmin), através da selec¢do bidirecional, partindo
da popula¢io F0, resultante do cruzamento de 8 linhagens isogénicas, contra particulas de
poliacrilamida [26,27]. A selecdo desses camundongos foi baseada no influxo de
leucocitos e proteinas encontradas no exsudato, 24 e 48 horas apds a inje¢do das particulas
[26,27]. Contribuindo para as diferencas entre as linhagens, os animais AIRmax
apresentaram 20 vezes mais leucdcitos infiltrantes, principalmente neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) e concentragdo protéica 2,5 vezes maior que 0s animais
AlIRmin [28]. Resultados do nosso grupo demonstraram que linhagem AIRmax apresenta
maior niimero de células NK e CD8" esplénicas que a linhagem AIRmin, bem como maior
producdo in vitro de citocinas como I[FN-y, TNF-a e IL-12p40 [29].

Essas diferencas entre as linhagens refletem os fenotipos de suscetibilidade ou
resisténcia a varios tumores. Assim, os animais da linhagem AIRmax sdo mais resistentes a
carcinogénese quimica de pele induzida por 9,10-dimetil-1,2-benzeno (DMBA) e 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) que os animais AIRmin [27]. A linhagem AIRmax
mostra-se também mais resistente ao desenvolvimento de ademonas tanto na carcinogénese
pulmonar induzida por uretana, como por 1,2 dimetil-hidrazina (DMH) [28,30]. Maria et
al. [31] demonstraram que 80% dos animais AIRmin apresentavam metastases de
melanoma, enquanto os animais AIRmax foram mais resistentes. Contrariamente, a
linhagem AIRmin é mais resistente ao cancer de célon induzido por DMH [28].

Assim, dada a complexidade dos processos envolvidos na tumorigénese, deve ser

considerada a possibilidade de que a segregacdo dos genes envolvidos na regulacdo da
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resposta inflamatéria aguda interfira também em outros mecanismos de controle do
crescimento tumoral. Com isso, o presente projeto foi formulado para testar a hipotese de
que a resisténcia ou suscetibilidade dos animais AIRmax e AIRmin ao desenvolvimento de
tumores pode ser decorrente de diferengas em sua capacidade de promover a angiogénese

tumoral.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Os animais AIRmax e AIRmin, criados no Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan — Sdo Paulo, foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da
FMB/UNESP em caixas de polipropileno, com ragéo (Nuvital-Nuvilab CR1) e agua ad
libitum em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas com temperatura ambiente de 22°C £2 e
umidade relativa de 50 + 20. Os grupos foram constituidos por 8 animais machos da 43? -
45* geragdo e com 8-12 semanas de idade. No momento do sacrificio os animais foram
anestesiados com 0,1 ml de pentobarbital sédico a 4% para remog¢ao do bago, pele, figado,
pulmio e rins. Os animais da linhagem Balb/c utilizados como controle do perfil de
resposta foram provenientes do CEMIB — UNICAMP — Campinas/SP e mantidos nas
mesmas condi¢gdes citadas anteriormente. Todos os experimentos envolvendo os animais
seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo n°® 444).
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2.2. Delineamento Experimental

0 7 14 30 dias
\ 4 \ 4 \4
Controle ]
ATRIMAX B,/ 1(
S91 | ]
Controle ]
ATRIMIN {1 11 |
S91 | ]
Controle ]
e Tl Y ———
S91| ]

Controle: animais normais tratados com solugio salina s.c. (0,1mL)
B16F10: animais inoculados s.c. com 5x10* células da linhagem de melanoma B16F10

S91: animais inoculados s.c. com 5x10* células da linhagem de melanoma S91

- inéculo de 5x10° células tumorais (B16F10 ou S91) ou de solugdo salina

V : sacrificio e analises

2.3. Cultura de células dos melanomas murino B16F10 e S91

As células de melanoma murino B16F10 foram obtidas do Banco de Células do Rio
de Janeiro e as células da linhagem S91 foram cedidas pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto
Maria do Laboratdrio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan — Sao Paulo.

Aliquotas das células B16F10 e S91 criopreservadas em nitrogénio liquido, foram
descongeladas em banho-maria a 37°C. Rapidamente, as células foram transferidas para
tubo estéril com 10mL de meio DMEM com HEPES 50% SBF e lavadas duas vezes por
centrifugacdo durante 10 minutos & 1500rpm. A viabilidade das células foi avaliada,
considerando—se um minimo de 70% de células vivas para uso. Posteriormente, as células
foram cultivadas a 37°C e sob tensdo de 5% CO2, até completar a monocamanda de
células. Para o preparo do in6culo, a monocamada de células em cultura foi descolada com

tripsina (Nutricell — Campinas, SP), lavada por centrifugacio, ressuspendida em DMEM e
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sua concentragio ajustada para 5x10° células/mL. Posteriormente, os animais foram

inoculados subcutaneamente com 0,1mL da suspenséo de células B16F10 ou S91.

2.4. Analise Histopatolégica

Apds o sacrificio dos animais a area da pele com lesdo, linfonodo regional,
pulmdo, figado e rins foram retirados e acondicionados em frascos devidamente
identificados, contendo formalina tamponada 10%. Apos 24 horas, a formalina foi
substituida e mantida pelo mesmo periodo. Em seguida, as amostras foram mantidas em
alcool 70% até o momento da inclusdo em parafina. Os cortes histologicos com 4um de
espessura foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para analise histopatologica e
avaliacdo da ocorréncia de metastases nos linfonodos regionais, pulmao, figado e rins. O
processamento do material histologico foi realizado no Departamento de Patologia —

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

2.5. Avaliacio da vasculatura intratumoral

Cortes com 4um de espessura foram realizados em fragmentos de pele da regido do
indculo tumoral ou de solucdo salina, incluindo o tecido adjacente. Estes cortes foram
corados com HE para avaliagdo quantitativa de vasos sanguineos intratumorais ou na pele
sem neoplasia. Devido a grande variabilidade em relagdo ao tamanho das neoplasias, foram

contados de 3 a 5 campos microscopicos em area de 0,19 mm?, com magnitude de 400x.

2.6. Extraciao de RNA do baco e obtencao de cDNA
De cada grupo experimental foram utilizados 4 animais para remog¢ao do baco. O

RNA total presente em 30mg do bago, preservado em nitrogénio liquido, foi extraido
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com o Kit de extracio RNAspin (GE Healthcare, Reino Unido). Com o objetivo de
eliminar o DNA residual gendmico extraido junto com o RNA, as amostras de RNA
foram tratadas com a enzima DNAse (DNAse I), que acompanhava o Kit. Ao final, o
RNA foi eluido em 100uL de agua livre de RNase. Imediatamente apos a extracdo foi
obtido o cDNA com a enzima Improm RT II (Promega®), partindo-se de 4pg de RNA
total para um final de 80uL, seguindo protocolo recomendado pelo fabricante. Como
iniciador da reaco de transcrigio reversa foi utilizado o Random Primer (hexdmeros ao

acaso) na concentragdo de 12,5 ng/pl.

2.7. Primers utilizados para a reacio em tempo real da polimerase

A seqiiéncia de primers empregada foi obtida na literatura com exce¢éo para FGF-
2. Para VEGF-A foram utilizados os primers forward 5'-AAG TGT GAC GTT GAC
ATC CGT AA-3" e reverse 5'-TGC CTG GGT ACA TGG TGG TA-3" [32]; para TGF-
B1 os primers forward 5'- AAC AAT TCC TGG CGT TAC CTT-3" e reverse 5 - AAG
AGC AGT GAG CGC TGA ATC G- 3’ [33] e como controle endogeno foram
utilizados os primers para B-actina, forward 5'-AAG TGT GAC GTT GAC ATC CGT
AA- 3" e reverse 5'-TGC CTG GGT ACA TGG TGG TA-3" [34]. Para FGF-2 foram
desenhados os primers forward 5'-AAG AGC GAC CCA CAC GTC AAA CTA-3" ¢
reverse 5'- AGC CGT CCA TCT TCC TTC ATA GCA-3’ utilizando-se o software
IDTSciTools (http://www.idtdna.com) a partir da seqiiéncia publicada no Genebank

(acesso: NM_008006).
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2.8. Quantificacio relativa de mRNA dos fatores de crescimento pela PCR em tempo
real

A PCR em tempo real para a quantificacdo relativa de mRNA dos fatores de
crescimento, VEGF-A, FGF-2 e TGF-p, foi desenvolvida no aparelho de PCR em tempo
real modelo 7300 (Applied Biosystems, EUA) com o uso do Kit Power Sybr® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, EUA) conforme as instru¢cdes do fabricante, em um
volume final de 20pL, com a adigdo de 4 pL da amostra de cDNA por reacdo e 300nM de
cada primer. As condi¢cdes da reagdo foram: 95° C/10 minutos, 40 ciclos de 95°C/15
segundos, 60°C/1 minuto e o estagio de dissociagdo foi de 95°C/15 segundos, 60°C/15
segundos e 95°C/15 segundos. Em todos os ensaios as amostras foram processadas em
duplicata.

Em todas as placas foi utilizado o cDNA de uma amostra padrdo para todos os
fatores de crescimento, bem como para [-actina. Essa amostra foi diluida de 1:2 até 1:128
para a construcdo da curva padrio. Os valores de expressdo relativa foram obtidos com o
auxilio do programa SDS versdo 1.2.3 (Sequence Detection Systems 1.2.3 — 7300 Real
Time PCR System — Applied Biosystems, EUA) e posteriormente normalizados pelos

valores de expressdo relativa da -actina.

2.9. Determinacio do numero de células produtoras de citocinas pela Técnica de
ELISpot

O numero de células secretoras de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y foi
determinado pela reacdo de ELISA modificada para formagio de pontos (ELISpot).
Inicialmente, microplacas (Millipore Corp., Franca) de 96 pocos com fundo de Immulon
foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal de captura, diluido em PBS e incubadas

overnigt a 4°C. Apds lavagem da placa com a solug¢do bloqueio (RPMI contendo 10% de
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soro bovino fetal - RPMI10%SBF), os sitios livres foram bloqueados com RPMI 10%SBF
e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apoés este periodo, a
solugdo bloqueio foi descartada e adicionado a placa 2x10° células esplénicas, em
duplicata. As células foram incubadas por 21 horas a 37° C em estufa de 5% CO2.
Posteriormente, as placas foram lavadas 2 vezes com agua deionizada e 3 vezes com PBS
10% SBF. Em seguida foi aplicado o anticorpo monoclonal biotinilado correspondente,
com incubag@o por 2 horas a 37° C. Apds as lavagens, foi adicionado streptavidina-
peroxidase diluida em PBS 10% SBF, seguida de incubagdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS Tween 20 a 0,05% ¢ 2
vezes com PBS e, em seguida, reveladas com substrato 3-amino-9-etilcarbazole (AEC
Substrate Reagent Set for ELISPOT — BD Biosciences, San Diego — CA, USA). A leitura
da reacdo foi realizada no Analisador de ImmunoSpot (BioSys GmbH), com a colaboragio
do Prof. Dr. Célio Lopes Silva do Laboratério de Imunologia do Centro de Pesquisas em

Tuberculose, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

2.10. Analise Estatistica

Os dados obtidos quanto a expressio de mRNA dos fatores de
crescimento foram analisados pelo teste de analise de varidncia (ANOVA), seguido do
Teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados foram expressos em
porcentagem em relacdo ao grupo Balb/c Controle. Os dados de células produtoras de
citocinas foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do Teste
de Dunn para compara¢des multiplas. As analises microscopicas foram avaliadas
estatisticamente pelo Teste Exato de Fisher. Todos os testes neste trabalho foram

realizados considerando o nivel de significancia de a=0,05.
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3. Resultados

3.1. Analise Histopatolégica

A andlise histopatoldgica da pele demonstrou que os animais da linhagem AIRmin,
implantados com melanoma B16F10, apresentaram tendéncia a menor incidéncia de tumor
primario que os animais AIRmax inoculados com a mesma célula tumoral. O grupo
AlRmin apresentou crescimento significativamente menor do melanoma B16F10 que o
grupo Balb/c aos 30 dias. O crescimento do melanoma S91, também s6 foi evidente apds
14 dias de implantacdo, sendo que os animais das linhagens AIRmax e Balb/c
apresentaram os melhores indices de aceitagcdo do implante (Tabela 1).

A andlise microscdpica ndo evidenciou a presengca de metastase no linfonodo
regional (Figura 1B), no pulmio, no figado e nos rins de nenhum dos animais avaliados
(dados ndo mostrados). De modo geral, para as duas linhagens tumorais, a invasio local do
tumor foi acompanhada de infiltrado mononuclear e necrose (Tabela 2 e 3) (Figuras 2 e 3).
Os animais AIRmin implantados com melanoma S91 apresentaram menor freqiiéncia de
invasdo local, de necrose e de infiltrado mononuclear, que a linhagem AIRmax. A
incidéncia de células polimorfonucleares foi muito baixa nos dois periodos para as duas

linhagens tumorais (Tabela 2 e 3).

3.2. Avalia¢ao da vasculatura intratumoral

A analise de vasos sanguineos foi realizada somente no periodo de 30 dias, pois aos
14 dias, o tamanho dos tumores era pequeno, dificultando a analise. Devido a baixa
freqtiéncia (<40%) de ambos os tumores primarios na linhagem AIRmin, ndo foi possivel a
aplicagdo de um teste estatistico, assim a analise aqui apresentada sera apenas descritiva.

Os resultados com melanoma B16F10 demonstraram que a linhagem Balb/c apresentou
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maior numero de vasos por area que os animais das linhagens AIR. Entretanto, os animais
da linhagem AIRmin, inoculados com células S91, apresentaram maior nimero de vasos
por area que as linhagens AIRmax e Balb/c. Observamos também que o grupo AIRmin
S91 apresentou numerosos vasos entre as células mononucleares na regido peritumoral.
Animais da linhagem Balb/c Controle apresentaram maior nimero de vasos que animais
das linhagens AIR. A analise microscépica revelou maior freqii€ncia de células viaveis ao
redor dos vasos sangiiineos, com grande nimero de células necréticas nas regides mais

distantes (Figura 4).

3.3. Detecciio de mRNA de fatores angiogénicos no baco.

A analise de mRNA do VEGF-A, FGF-2 e TGF-f através da técnica de PCR em
tempo real revelou que todos os animais, com ou sem tumor, expressaram mRNA no bago
para esses fatores de crescimento. Visto que os animais controle de cada uma das linhagens
expressam os mRNA investigados, os resultados foram expressos como a concentragio
relativa dos fatores de crescimento (%) em relagéo ao grupo controle da linhagem Balb/c.

Dentre os fatores analisados, observamos que, aos 14 dias, os animais AIRmin
inoculados com células S91 apresentaram maior nivel de expressio de mRNA para o
VEGF-A (aproximadamente 250% maior) (Figura 5B). Essa diferenca foi também
observada quando comparamos os grupos AIRmax e AIRmin sem o tumor (Figura 5B).
Entretanto, ndo se observou diferenca significativa entre o grupo AIRmin S91 e seu
controle. Apesar das analises de 7 e 30 dias ndo serem significativas, observa-se um perfil
de expressdo aumentada de VEGF na linhagem AIRmin em comparagdo com AIRmax
(Figuras 5A e 5C).

Para os fatores FGF-2 e TGF-B ndo foram observadas diferencas significativas

entre as linhagens e também néo se observou efeito do tipo celular implantado.
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3.4. Determinaciio do nimero de células produtoras de citocinas

Os animais das linhagens AIR inoculados com células de melanoma B16F10 ou
S91 foram avaliados quanto ao numero de células esplénicas produtoras de IL-2, IL-6, IL-
10, IL-12, TNF-a e IFN-y pela técnica de ELISpot, apés 7, 14 ou 30 dias de implantagéo
tumoral.

A anélise do nimero de células produtoras de IL-6 (células IL-6") demonstrou que
aos 7 dias, animais AIRmax, AIRmin e Balb/c implantados com melanoma S91 tiveram
maior numero que seus respectivos grupos controle. A implantagdo de células B16F10
promoveu ligeiro aumento no numero de células IL6+ nos animais AIRmax ¢ AIRmin
(0,05 <p<0,1), ao passo que entre os animais Balb/c esta diferenga foi estatisticamente
significativa (p = 0,003) (Figura 6A).

Nos periodos seguintes de analises, apenas o grupo AIRmin S91 manteve a
diferenga em relagdo ao seu grupo controle (Figura 6B e 6C). Tanto a linhagem AIRmax,
quanto AIRmin inoculados com melanoma S91 apresentaram maior numero de células
esplénicas IL-6" no 14° e 30° dia, enquanto que para o grupo B16F10, o numero de células
secretoras foi semelhante nos trés periodos avaliados.

A analise das células secretoras de TNF-o demonstrou que ndo houve diferenca
entre AIRmax e AIRmin no periodo de 7 dias (Figura 6D). Aos 14 dias houve queda no
numero de células produtoras na linhagem AIR implantados com melanoma S91 (Figura
6E). No entanto, aos 30 dias esse aumentou foi observado apenas nos animais AIRmin S91
(Figura 6F).

Em relagdo ao numero de células produtoras de IFN-y (IFN-y"), observamos que,
aos 7 dias, a implanta¢io de células S91 induziu aumento no niimero de células IFN-y"
tanto na linhagem AIRmax, quanto AIRmin. Nesse periodo, observamos que animais

AIRmax responderam com aumento do nimero de células IFN-y" tanto a implantagdo de
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células B16F10, quanto S91. Animais AIRmin mostraram o mesmo perfil de resposta,
embora a analise estatistica tenha revelado significdncia apenas para os animais inoculados
com S91 (Figura 7A). Aos 14 dias chamou a atencdo a drastica redugdo no nimero de
células IFN-y" dos animais AIRmax e AIRmin implantados com S91 (Figura 7B). A
analise dos dados obtidos aos 30 dias, demonstrou que os animais AIRmin implantados
com melanoma S91 tiveram um grande aumento no numero de células IFN-y" e esse
aumento foi significativo em relagdo aos animais AIRmax e Balb/c com mesmo implante
tumoral (Figura 7C).

Com relacdo ao niimero de células produtoras de IL-2, uma caracteristica geral
observada nos trés periodos de analises, foi o aumento do nimero de células produtoras
desta citocina (IL-2") nos animais com tumor (BI6F10 ¢ S91) em relagio aos seus
controles. Assim, aos 7 dias, a linhagem Balb/c implantada com qualquer das duas
linhagens tumorais, apresentaram um aumento significativo de células IL-2" em relagio ao
controle sem tumor. Comportamento semelhante foi observado entre os esplenocitos dos
animais AIRmax implantados com tumor em comparacdo ao seu controle (Figura 7D).
Chama a ateng¢@o o fato de que, nesse periodo, o nimero de células produtoras de IL-2 nos
animais Balb/c implantados com melanoma € visivelmente superior aos valores observados
tanto nos animais AIRmax quanto nos animais AIRmin (Figura 7D).

Diferengas significativas entre animais implantados com tumor e seus respectivos
controles foram observadas também aos 14 dias (Figura 7E). Aos 30 dias, somente a
linhagem AIRmax ndo apresentou diferenga entre os grupos com tumor € o grupo controle.
(Figura 7F).

A ocorréncia de células produtoras de IL-10 e IL-12 foi bastante discreta nos 3
periodos, observando-se apenas diferencas pontuais entre os grupos AIRmax S91 e

AIRmin S91 no periodo de 30 dias (Figuras 8 e 9).
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Figura 1: Corte histologico da pele (100x) de animais AIRmax. (A) Linfonodo regional de um
animal do grupo controle. (B) Linfonodo regional, entre duas massas tumorais, de um animal
implantado com células de melanoma S91 aos 30 dias.

Figura 2: Corte histologico da pele (200x) de animal AIRmax, implantado com células de
melanoma B16F10 aos 30 dias. A fotomicrografia mostra a invasdo do tumor sobre o tecido
adjacente, alcangando a camada muscular do peritonio.

46



Figura 3: Corte histologico da pele (400x) de animal AIRmax implantado aos 14 dias com
células de melanoma S91. (A) Presenca de vasos sangiliineos entre células do infiltrado
mononuclear na regido peritumoral. (B) Presenca de necrose na regido central do tumor.

Figura 4: Corte histologico da pele (400x) de animal AIRmax implantado aos 14 dias com
células de melanoma S91. (A) Presenga de vasos sangiiineos intratumorais. (B) Presenca de
células tumorais viaveis ao redor do vaso sanguineo, contrastando com o tecido necrotico na
regido mais afastada do vaso.
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Figura 5: Concentragdo relativa de mRNA do VEGF-A expresso no bago dos animais
AIRmax, AIRmin e Balb/c, inoculados ou ndo com células tumorais B16F10 ou S91, no
periodo de 7 (A), 14 (B) e 30 (C) dias. A linha de referéncia (zero) corresponde ao valor
observado em animais controle Balb/c.
significativa com p<0,05.

*Todas as setas representam diferencas
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Figura 6: Determinacdo do numero de células esplénicas secretoras de IL-6 e TNF-a dos
camundongos AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas
B16F10 e S91 aos 7 (A, D), 14 (B, E) e 30 (C, F) dias. No Box-plot, os quadrantes representam de
25 a 75% dos valores e o trago horizontal a mediana.
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Figura 7: Determina¢do do numero de células esplénicas secretoras de IFN-y e IL-2 dos
camundongos AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas
B16F10 e S91 aos 7 (A, D), 14 (B, E) ¢ 30 (C, F) dias. No Box-plot, os quadrantes representam de
25 a 75% dos valores e o trago horizontal a mediana.
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Estudos prévios demonstraram que os animais que desenvolvem
inflamagao aguda intensa (AIRmax) apresentam maior resisténcia ao desenvolvimento de
varios tipos de tumor, que aqueles com baixa resposta inflamatéria aguda (AIRmin)
[27,28,29,30]. Um dos fatores que determinam o crescimento tumoral é a
neovascularizagdo que pode ser induzida pelo prdoprio tumor, bem como pode ser
desencadeada por processos inflamatdrios cronicos. Assim, o presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar se os perfis de fatores de crescimento e citocinas
envolvidos na angiogénese tumoral estdo relacionados com a resisténcia ou suscetibilidade
dos animais AIRmax e AIRmin, ao crescimento de melanomas murinos B16F10 e S91.

Entre os fatores de crescimento avaliados, observamos diferenca
estatistica apenas em relacdo ao VEGF, enquanto os niveis de expressdo do mRNA para
FGF-2 e TGF-B foram semelhantes nas 2 linhagens em todos os periodos de investigagao.
Visto que animais da linhagem AIRmin implantados com melanoma S91 apresentaram
maior numero de vasos entre células monucleares ao redor do tumor, é possivel pensar que
a expressdo de mRNA para FGF-2 e TGF-f3 seja mais elevada no sitio tumoral, sem reflexo
nos seus niveis sist€émicos. De fato, o FGF-2 pode ser liberado localmente através da acgéo
de proteases sobre a matriz extracelular [35]. Além disso, o FGF-2 pode ser produzido por
macréfagos e mastdcitos presentes no infiltrado inflamatério tumoral [36,37] e pelas
proprias células de melanoma, uma vez que estas expressam constitutivamente este fator,
induzindo crescimento tumoral [38]. De modo similar, o TGF-f3 pode também ser expresso
por células tumorais [39,40], exercendo agdo localizada quimiotdtica para mondcitos e
indutora de angiogénese [41]. Soufla et al. [42] observaram que embora células neoplasicas
de mama humanas liberem altos niveis de TGF-3, a expressdo de mRNA desta citocina foi

menor. Assim, visto que ndo houve correlag@o entre a produgdo da proteina e os niveis de
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mRNA, os autores sugerem que a expressdo do TGF-B ¢ regulada por mecanismos pos-
transcricionais, favorecendo o crescimento tumoral.

O VEGF ¢ um fator de crescimento que tem um papel fundamental na
indu¢do da angiogénese e nossas analises, demonstraram que a expressio de mRNA do
VEGF nos trés periodos de analises, foi diferente apenas aos 14 dias, sendo maior nos
animais AIRmin que nos animais AIRmax, inoculados com células S91 (AIRmin S91 vs
AlRmax S91, p<0,05). A elevacdo dos niveis de expressdo deste fator, aos 14 dias, pode
ser decorrente do maior numero de células esplénicas produtoras de IL-6 observado nesse
mesmo periodo nos animais AIRmin portadores de tumor S91. De fato, a geracdo de 1L-6
esta diretamente relacionada a progressido de melanomas [43,44], uma vez que esta citocina
pode ser produzida por TAM e induzir a expressdo de VEGF [6,45].

Observamos também que apesar das analises de 7 e 30 dias nfo
mostrarem diferengas significativas entre os grupos analisados, os animais do grupo
AIRmin S91 mostram intensidade maior de mRNA do VEGF que seu controle sem tumor
(AIRmin Controle). O perfil de células IL-6" no grupo AIRmin S91 também mostrou
elevacgdo significativa nesses periodos. Compativel com esse raciocinio, observamos que os
animais das linhagens AIR inoculados com células B16F10, ndo apresentaram alteragdes
na expressio de VEGF, nem no niimero de células IL-6" em comparagdo com seus
controle.

Aos 30 dias, o grupo AIRmin S91 apresentou também maior nimero de
células produtoras de TNF-a que seu controle. O TNF-a quando produzido cronicamente e
a IL-6 em estagios mais tardios da progressdo, favorecem a angiogénese tumoral, por
induzir direta ou indiretamente a producdo de quimiocinas, moléculas de adesdo e fatores
angiogénicos [20,46,47]. Assim, estas duas citocinas podem estar influenciando o perfil de

resposta apresentado pelos animais AIRmin inoculados com melanoma S91. De fato,
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nossos resultados demonstraram que aos 30 dias, o grupo AIRmin S91 apresentou maior
nimero de vasos intratumorais em comparagdo com seu grupo controle e com o grupo
AlRmax S91 (Tabela 4). Portanto, os dados sugerem que a linhagem de tumor S91 é mais
habil em induzir angiogénese nos animais AIRmin, que as células B16F10.

Nosso resultados também demonstraram que, aos 30 dias, animais
AIRmin implantados com células S91 apresentaram maior numero de células secretoras de
IFN-y que o grupo AIRmax S91, bem como o grupo Balb/c S91. Esses resultados ndo eram
esperados, visto que, estudos prévios do nosso grupo demonstram que animais AIRmax
tém maior produgao in vitro de IFN-y que os animais AIRmin [29]. Entretanto, Vigar et al.
[48] observaram no modelo de artrite induzida por pristane, que os animais AIRmin
apresentam maior nimero de células produtoras de IFN-y que os animais AIRmax e essa
produgio foi associada com resisténcia ao desenvolvimento da doenga.

Este aumento do numero de células IFN-y", talvez esteja relacionado ao
aumento de células secretoras de IL-2, observado nos periodos de 14 ¢ 30 dias nos animais
AlRmin implantados com melanoma S91, frente ao controle. Apesar da linhagem AIRmin
implantada com melanoma S91 ter apresentado mais fatores envolvidos na angiogénese, o
maior niimero de células IFN-y" pode ter contribuido para o estabelecimento de uma
resposta imune especifica contra essas células tumorais. Apesar de haver uma aparente
relagdo no baco entre células produtoras de IL-6 e a expressdo de mRNA de VEGF, a
interleucina 6, no sitio, pode estar agindo como fator antitumoral, uma vez que in vitro esta
citocina inibe a prolifera¢do de células de melanoma [49], contribuindo assim com a agéo
do IFN-y.

Camundongos AIRmax inoculados com células S91 apresentaram maior
numero de células produtoras de IL-10 que os animais do grupo AIRmin S91. A IL-10

pode contribuir para a resisténcia antitumoral, inclusive pela capacidade de inibir a
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angiogénese [50], entretanto, sua produgdo ¢ mais associada ao desenvolvimento tumoral,
visto que, interfere negativamente na geragdo de uma resposta celular especifica. Assim, o
menor numero de células IL-10" nos animais AIRmin implantados com células S91 pode
ter contribuido para a menor freqii€ncia do tumor primério observado nesses animais, bem
como para o maior nimero de células produtoras de IFN-y.

Animais do grupo AIRmax S91, apesar do baixo indice, apresentaram
também maior numero de células produtoras de IL-12 aos 30 dias de implantagdo, fato
contraditorio com as observagdes de que esses animais apresentaram menor numero de
células IFN-y" e maior nimero de células IL-10" .

Os resultados com células de melanoma B16F10, ndo mostraram
diferencas significativa, entre as linhagens AIRmax ¢ AIRmin para qualquer dos fatores e
citocinas envolvidas na angiogénese. Esses resultados ndo eram esperados, visto que Maria
et al. [31] observaram que animais AIRmax implantados com melanoma B16F10
apresentaram massa tumoral necrosada e ulcerada. Estes resultados poderiam ser
decorrentes da falta de vascularizagdo local, diminuindo assim a entrega de oxigénio ¢ a
retirada de metabolitos celulares. Além disso, neste mesmo trabalho, os animais AIRmin
implantados com B16F10, apresentaram uma incidéncia metastatica de 80%. Este aumento
de incidéncia poderia ser decorrente da angiogénese, visto que outros trabalhos
demonstram a correlagcdo existente entre crescimento de células de melanoma maligno,
angiogénese e metastases [10,51,52].

Propusemo-nos a analisar estas duas linhagens de melanomas devido as
diferencas no Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), uma vez que os
animais AIRmax apresentavam maior freqiiéncia do haplétipo H2b compativel com o das
células B1I6F10 e os animais AIRmin apresentavam maior freqiiéncias dos haplotipos H2d

ou H2k/d compativeis com das células S91 (H2d) [31]. Entretanto, analises mais recentes
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das linhagens AIRmax e AIRmin, com geragdes posteriores, demonstraram que os animais
AIRmax passaram também a expressar haplotipo H2d (comunicagdo pessoal). Assim, as
diferencas no crescimento do tumor BI6F10 entre AIRmax e AIRmin se deve
provavelmente a incompatibilidade tecidual, ndo estando relacionadas ao processo de
angiogénese, uma vez que nio houve diferencgas significativas dos fatores indutores desse
processo.

Assim, em vista dos resultados obtidos, sugerimos que o desafio de
animais AIRmax e AIRmin com o melanoma S91 provoca, nesses ultimos, uma resposta
imunoldgica mais intensa que nos animais AIRmax, devido ao maior nimero de células
IFN-y". Ainda que parte dos fatores produzidos tenham intima relagio com a angiogénese,
a resposta imune desenvolvida pelos animais AIRmin parece ser fundamental para

controlar o crescimento do tumor no periodo final da implantag&o.
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