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RESUMO

PERLATI-SANTOS, M. Influéncia dos alelos R e S do gene Sicllal na
suscetibilidade a carcinogénese de pele induzida por 7,12-
dimetilbenzantraceno. 2012. 107 f. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Camundongos selecionados para maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta
inflamatdria aguda diferem na sensibilidade a carcinogénese. Os animais AIRmin
sdo significativamente mais sensiveis a carcinogénese de pele que os animais
AIRmax devido ao seu fundo genético e um polimorfismo no gene do receptor aril
hidrocarboneto (Ahr). Mais que isso, estas linhagens possuem um desequilibrio de
frequéncia dos alelos do gene Sicllal. Um polimorfismo no gene Slicllal
(anteriormente denominado Nrampl) modula a atividade de macrofagos,
polimorfonucleares e a suscetibilidade a infecgdes e doencas autoimunes. Para
melhor estudar a interagcdo dos alelos de resisténcia (R) ou suscetibilidade (S) do
gene Slcllal com os loci de resposta inflamatdria aguda dos animais AIRmax e
AIRmin, foram produzidas sublinhagens homozigotas para estes alelos. Esses
camundongos foram denominados AIRmax"®, AIRmax>°, AIRmin"® e AIRmin®%. O
objetivo deste estudo foi investigar a diferenca de sensibilidade a carcinogénese de
pele induzida por DMBA nestas sublinhagens. Para induzir a carcinogénese, 50ug
de DMBA foram diluidos em 0.1mL de acetona e aplicados epicutaneamente no
dorso previamente depilado dos camundongos por cinco dias consecutivos. A
incidéncia de cancer de pele foi de 7% nos animais AIRmin~® e de 13% nos animais
AIRmIn®%, e a incidéncia de cancer em dérgéos internos foi semelhante entre as duas
sublinhagens (cerca de 57%). As sublinhagens AIRmax"" e AIRmax>° nao
apresentaram cancer de pele, mas a incidéncia de cancer em o6rgaos internos foi
100% apenas na sublinhagem AIRmax>°. A andlise de diversas citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas por PCR em tempo real foi realizada na pele e bago de
camundongos controle e experimentais apos 48 horas do término do tratamento.
Todos os camundongos controle mostraram expressao basal de 116, Tnfa, Il1b e
Cxcl2. Nos camundongos AIRmin"R tratados com DMBA, a expressdo génica destas
citocinas na pele foi, respectivamente, 9, 19, 30 e 215 vezes maior em relagdo aos
seus controles. Nos animais AIRmin®®, a expressdo génica desses mediadores foi,
respectivamente, 11, 4, 6 e 75 vezes maior em relacdo aos controles. Os animais
AIRmIn®® diferem signifcativamente das outras sublinhagens em algumas citocinas,
mas os animais AIRmin"? apresentaram o maior nimero de genes diferencialmente
expressos (p<0,001) apés o tratamento com DMBA. A sublinhagem AIRmax>®
apresentou elevada expressao de Ccl2 e Cxcl2 no bago. Esses dados mostraram
que os camundongos AIRmIn"" possuem maior suscetibilidade ao cancer de pele
que os animais AIRmin®> e que a sublinhagem AIRmax"® foi resistente ao
tratamento. Entretanto, os camundongos AIRmax>®> demonstraram maior
suscetibilidade a carcinogénese, sugerindo que o alelo S, no fundo genético
AIRmax, pode influenciar na suscetibilidade ao cancer.

Palavras-chave: Pele. Céancer. Camundongos. Slcllal. Ahr. DMBA.



ABSTRACT

PERLATI-SANTOS, M. Influence of R and S alleles of Sicllal gene in the
susceptibility to skin cancer induced by 7,12-Dimethylbenz[a]lanthracene. 2012.
107 p. Masters thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Mice selected for maximal (AIRmax) or minimal (AIRmin) acute inflammatory
response differ on sensibility to carcinogenesis. AIRmin mice are significantly more
sensitive to skin carcinogenesis than AIRmax mice due to the genetic background
and the polymorphism of aryl hydrocarbon receptor (Ahr) gene. Furthermore,these
mice have an imbalance of frequency of Sicllal gene alleles.The Slcllal gene
(formerly Nramp1) polymorphism modulates macrophage activity, polymorphonuclear
cells and the susceptibility to infections and autoimmune diseases. To study the
interaction of resistant (R) or susceptible (S) Slc11lal alleles with acute inflammatory
reaction loci found in AIRmax and AIRmin mice, homozy%ous sublines for these
alleles were produced. These mice were nominated AIRmax=", AIRmax°°, AIRmin"R
and AIRmin®®. The objective of this study was to investigate the difference in skin
carcinogenesis sensibility induced by DMBA agent in these sublines. To induce
carcinogenesis, 50ug DMBA diluted on 0.1mL acetone were applied epicutaneous to
the shaved dorsal skin of mice for five consecutive days. The incidence of skin
cancer was 7% in AIRmin®® mice and 13% in AIRmin®® mice, and the incidence of
internal organs cancer was similar between these sublines (about 57%). AIRmax""
and AIRmax>° mice did not show skin cancer, but the incidence of internal organs
cancer was 100% only in AIRmax®° mice. Gene expression analysis of several
inflammatory cytokines and chemokines by Real Time PCR was detected in control
and experimental mouse skins 48 hours after the last DMBA application. All the
control mice had a basal expression of 116, Tnfa, [l1b and Cxcl2. In DMBA treated
AIRmIn®R mice, mRNA levels of these cytokines were increased 9-, 19-, 30-and 215-
fold respectively. In AIRmin®S, these mediators were increased 11-, 4-, 6- and 75-fold
in relation to their controls. AIRmin®® differ significantly from the other sublines in
some cytokines, but AIRmIn®R presented the highest number of differentially
expressed genes (P<0.001) after DMBA application. AIRmax>® showed a high
expression of Ccl2 and Cxcl2 in the spleen. These data showed higher susceptibility
to skin carcinogenesis in AIRmin"® than in AIRmin®° mice. The AIRmax®® animals
were resistant to treatment. However, AIRmax®°> animals showed higher
susceptibility, suggesting that the S allele in the AIRmax background could influence
susceptible to cancer.

Keywords: Skin. Cancer. Mice. Slcllal. Ahr. DMBA.
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1 INTRODUGCAO

O cancer é uma das maiores causas de morte, representando 13,3% do total de
mortes no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Fatores como
obesidade, estresse, consumo de alcool, tabagismo e infec¢des predispdem a esta
patologia, mas seu desenvolvimento depende também dos fatores genéticos de
cada individuo (KRABBE; PEDERSEN; BRUUNSGAARD, 2004; LICASTRO et al.,
2005). O processo de carcinogénese pode ser espontaneo ou desencadeado por
agentes fisicos, como as diferentes radiagbes, ou quimicos, como hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (HPAS).

1.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os HPAs sao compostos lipofilicos caracterizados pela presenga de dois a
seis anéis aromaticos fundidos, e sdo conhecidos também como xenobidticos. Estes
compostos sao formados em diversos processos industriais, combustdo de
combustiveis organicos, incineracao de lixo e calefacdo domiciliar. Estdo presentes
também na fumacga do cigarro e alimentos grelhados sendo, portanto, encontrados
em abundancia no ambiente em que vivemos. S&o potencialmente tdxicos e o
contato com tais compostos aumenta o risco do desenvolvimento de cancer em
humanos (BOSTROM et al., 2002; GAO et al., 2005).

O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) &€ um dos HPAs mais estudados,
juntamente com o benzopireno e a dioxina (tetraclorodibenzodioxina ou 2,3,7,8-
TCDD). Diferentemente destes, amplamente encontrados no ambiente, o DMBA é
um protoétipo sintético e € comumente utilizado na indugdo de cancer em roedores.
Camundongos tratados com diferentes doses de DMBA mostram diminuicdo no
numero de células na medula 6ssea e no bago. Dessa forma, sua relagcdo com a
indugao experimental de tumores e aumento de incidéncia de cancer existe devido a
sua agao genotoxica, citotdéxica e imunossupressora (BUTERS et al., 2003; GALVAN
et al., 2003; GAO et al., 2005; XUE; WARSHAWSKY, 2005).

Assim como os outros HPAs, o DMBA necessita de ativagdao metabdlica pelo
citocromo P450 em conjunto com a enzima microssomal epoxido hidrolase (mEH)

para exercer seu papel como carcinégeno. Além disso, a enzima glutationa S-
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transferase (GST) pode conjugar os derivados eletrofilicos provenientes do
metabolismo do DMBA com outras pequenas moléculas inativando-os, sendo
responsavel pela desintoxicacdo do metabdlito ativo. Portanto, polimorfismos que
afetam as atividade enzimaticas do citocromo P450, da mEH e da GST podem
influenciar na suscetibilidade a carcinogénese do individuo (HANKINSON, 1995;
KEMP, 2005).

1.2 Receptor aril hidrocarboneto e o metabolismo do DMBA

O metabolismo do DMBA tem inicio em sua ligagcdo com o Aryl hidrocarbon
receptor (AHR). O AHR é uma proteina citosélica que possui um dominio N-terminal
do tipo hélice-alga-hélice (bHLH), um dominio C-terminal variavel e um dominio
central PAS (Per-Arnt-Sim).E fundamental o processo de metabolismo de
xenobidticos aromaticos em intermediarios polares, que reagem com
macromoléculas causando citotoxicidade e cancer (KAFAFI et al., 1993). Participa
também da regulagdo de genes envolvidos com a apoptose, producao de citocinas e
quimiocinas (MARLOWE; PUGA, 2005). O AHR possui diversos ligantes enddégenos
que aos poucos vem sendo conhecidos e estudos sugerem como ligantes do AHR
as prostaglandinas, lipoxina A4, e também aminoacidos derivados do triptofano
(BOSTROM et al., 2002; RANNUG et al., 1987; SCHALDACH; RIBY; BJELDANES,
1999; SEIDEL et al., 2001). O AHR vem sendo conhecido também pelo seu papel na
regulacdo da diferenciacao de células Treg e células Th17 e, interessantemente,
regula ambas de maneira especifica a cada ligante. Estudos mostraram que, a
ativagdo do AHR por TCDD induziu a diferenciagéo de células Treg, e isso suprimiu
a encefalomielite autoimune experimental (EAE) por um mecanismo dependente de
TGF-p1. Ja quando a ativacdo do AHR foi feita por FICZ (6-formylindolo[3,2-
b]lcarbazole), houve interferéncia na diferenciacdo de células Treg, a diferenciagao
de células Th17 foi impulsionada e, consequentemente, houve piora na EAE
(QUINTANA et al., 2008).

O AHR é expresso em praticamente todos os tecidos de camundongos e na
maioria das células do sistema imune, incluindo linfocitos T e B e células mieldides
como macrofagos, células dendriticas e células NK (KERLVLIET, 2009). Na
auséncia de ligante, o AHR integra um complexo protéico citosdlico que contém

duas moléculas chaperonas heat-shock protein (Hsp90) e as proteinas p23 e ARA9.
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A chaperona p23 estabiliza a interacdo AHR-Hsp90. A proteina ARA9 aumenta a
sinalizagao via AHR, pois aumenta a quantidade de AHR com dobramento correto
no citoplasma (PUGA; MA; MARLOWE, 2009; STEVENS; MEZRICH; BRADFIELD,
2009).

A ativacdo por um ligante provoca, em primeiro lugar, a translocagao do
complexo para o nucleo. Em segundo lugar, ocorre dissociagao da molécula desse
dimero de Hsp90 e proteinas conjugadas e, em terceiro lugar, ha uma ligagdo do
AHR com a proteina nuclear ARNT (do inglés: Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator), translocadora do AHR. Finalmente, o heterodimero AHR-ARNT se liga
a regides especificas do DNA, chamadas AhREs (do inglés: aryl hydrocarbon
response elements), também conhecidas como XREs (do inglés: xenobiotic
response elements). Estes elementos estdo localizados na regido promotora de
genes alvos e por mecanismos ainda pouco conhecidos, recrutam RNA polimerase |l
para iniciar a transcricdo. O AHR ativado é rapidamente regulado negativamente
quando é exportado para o citosol e entdo degradado pelo proteassomo 26S, ou por
uma via de feed-back envolvendo o AHRR (do inglés: aryl hydrocarbon receptor
repressor) (MARLOWE; PUGA, 2005; PUGA; MA; MARLOWE, 2009; STEVENS;
MEZRICH; BRADFIELD, 2009).

Os genes alvos ativados por essa cadeia de eventos sdo genes que codificam
as enzimas de fase |, ou seja, responsaveis pela biotransformagao, e enzimas de
fase Il, responsaveis pela inativacdo dos HPAs. As enzimas de fase | em questao
sao as do citocromo P450, conhecidas como CYP1A1 e CYP1B1 e a enzima mEH.
Ja as de fase Il sdo as enzimas UDP-glucuronosiltransferase e GST. Dessa forma, o
AHR esta envolvido na regulagcéo dos dois processos e o balango entre ativagéo e
inativacdo determina a suscetibilidade de cada tecido a acdo dos HPAs
(HANKINSON, 1995). Estudos com modelo murino de tumorigénese de pele
mostram que camundongos deficientes em mEH sdo menos responsivos ao efeito
carcinogénico do DMBA (MIYATA et al., 1999).

O metabdlito do DMBA denominado DMBA-3,4-dihidrodiol €& pré-
carcinogénico e, quando metabolizado, torna-se o carcinégeno efetor, o DMBA-3,4-
dihidrodiol-1,2-ep6xido (DMBA-DE). Este ultimo liga-se covalentemente ao DNA com
consequente formacdo de adutos, fazendo com que ocorra o desenvolvimento de
cancer baseado nas mutagdes geradas (BUTERS et al., 2003; GAO et al., 2007,
2008; VINEIS; SCHATZKIN; POTTER, 2010).
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Em 1969, Nebert e Gerboin observaram que linhagens isogénicas de
camundongos possuiam uma resposta polimérfica a administracdo de HPAs e isso
tinha relacdo com uma variabilidade na atividade de monooxigenase, reacgéo
quimica base dos processos de metabolismo que ocorrem no citocromo P450.
Alteracdes no gene que codifica o AHR levam a diferengas na afinidade do agonista
ao receptor em camundongos e, consequentemente, na sensibilidade destes
animais aos efeitos de HPAs (NEBERT; GERBOIN, 1969).

Baseando-se na resposta da monooxigenase entre outras caracteristicas
bioquimicas, o gene Ahr foi classificadode acordo com a presenga de quatro alelos,
denominados Ahr?, Ahr®*, Ahr®?> e Ahr®®. Diversos polimorfismos ja foram
observados, mas a relativa falta de resposta da monooxigenase observada quando o
alelo presente é o Ahr® ocorre devido a uma substituicdo de uma alanina por uma
valina na posi¢cao 375 no dominio de ligagao, resultando em afinidade de ligagéao
diminuida (POLAND et al., 1990; THOMAS et al., 2002). Os alelos Ahr®t, Ahr2 e
Ahr® s3o os que codificam receptores de alta afinidade ao ligante, diferenciando
entre si quanto a estabilidade durante aquecimento e quanto ao peso molecular.
Treze linhagens de camundongos ja foram analisadas, e dentre estas, quatro séo
homozigotas para o alelo Ahr?, uma para o alelo Ahr®*, quatro para o alelo Ahr™ e
quatro para o alelo Ahr*®. Um exemplo de linhagem que possui o alelo Ahr? em
homozigose é a DBA/2, e uma linhagem que porta o alelo Ahr* em homozigose, que
codifica o receptor com maior afinidade e maior estabilidade aos HPAs, € a C57BL/6
(THOMAS et al., 2002).

Além destas, linhagens de camundongos geneticamente selecionadas para
maxima e minima resposta inflamatoria aguda (AIRmax e AIRmin, respectivamente),
também possuem diferenca quanto aos alelos do Ahr que possuem. Animais
AIRmax sdo em sua maioria portadores do alelo Ahrd, enquanto os animais AIRmin,
em sua maioria, possuem o alelo Ahr™. Estes dados sdo compativeis com a
sensibilidade a carcinogénese de pele induzida por DMBA, na qual os animais
AIRmax, portadores dos alelos que conferem baixa afinidade ao ligante HPA, foram
resistentes ao tratamento e os animais AIRmin foram sensiveis (DE SOUZA et al.,
2009).
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1.3 Genotoxicidade

A carcinogénese quimica € um processo de multiplos estagios, no qual a
etapa de iniciacdo consiste geralmente num dano no DNA, denominado lesdo
genotoxica. Este dano pode também ocorrer em proteinas (histonas), RNA e lipideos
e, independentemente do alvo, altera a conformac&o molecular e abala a fungéao
celular (HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003). O DNA pode ser alterado
principalmente pelos seguintes mecanismos: |. Quebra simples ou dupla de suas
ligacbes fosfodiéster mediada por, por exemplo, radicais livres ou radiacdo ionica, .
Por agentes alquilantes que promovem crosslinks intra ou inter-fitas de DNA que
modificam bases purinas (formacdo de adutos) ou Ill. por inibidores de
topoisomerases que aumentam a quebra de fita Unica ou dupla de DNA (KASTAN;
BARTEK, 2004). Porém, pode ocorrer também oxidagdo, hidrdlise ou perda de
bases, entre outras alteracoes.

Como descrito anteriormente, ap0s a metabolizacdo do DMBA ocorre a
formacdo da molécula DMBA-3,4-dihidrodiol-1,2-ep6xido (DMBA-DE), que possui
uma regido de fjord altamente mutagénica e carcinogénica (Figura 1). O carbono
benzilico desta regido reage principalmente com as bases purinas do DNA (adenina
ou guanina), formando adutos estaveis ou depurinados (XUE; WARSHAWSKY,
2005).

Figura 1 - Regido de fjord e posi¢do do carbono benzilico (|) na molécula DMBA-DE.

Regido de Fjord ——__ 0

CH,

3S,4R, 1R, 2S-DMBA-diol epoxide

Fonte: Modificado de Xue e Warshawsky (2005).

Apés a formacdo destes adutos, ocorre a inducdo de reparo do DNA por
excisdo de base, no caso de adutos depurinados, ou por excisdo de nucleotideos no

caso de adutos estaveis. Porém o sistema de reparo do DNA nem sempre consegue
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corrigir tais alteracdes, e em algumas ocasides a célula consegue sobreviver mesmo
com o dano sofrido. Apds sua replicagdo, a mutacdo é fixada nas células filhas
(CHAKRAVARTI et al., 2008). A irreversibilidade de alteracdes como estas unida a
um estimulo leva a segunda etapa da carcinogénese, denominada promocao.
Lesbes mal restauradas levam a mutagcdes que podem prejudicar genes
importantissimos, como supressores tumorais, genes de reparo do DNA, de controle
de apoptose ou proto-oncogenes. Alteracdes nestes genes desencadeiam a
producdo de fatores que incitam a proliferacdo celular, diminuicdo do reparo do
DNA, recrutamento de células inflamatérias e aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio, levando facilmente a malignidade na etapa de progressao
tumoral (COUSSENS; WERB, 2002). Os principais genes acometidos sao os proto-
oncogenes Hras, Kras e Nras que, em células normais, regulam a proliferacéo
celular. Em células tumorais, sdo convertidos em produtos oncogénicos ativos que

levam a uma vantagem de crescimento (BUTERIN et al., 2008).

1.4 Carcinogénese

Em 1863, Virchow evidenciou leucocitos em tecidos neoplasicos, podendo
inferir que a inflamacdo e o cancer possuem uma forte relagdo. De fato, diversos
estudos mostraram este infiltrado leucocitario na maioria dos tumores e que,
tentando eliminar as células tumorais, lesam o tecido devido a uma grande liberacéo
de espécies reativas de oxigénio, atores fundamentais no desenvolvimento tumoral,
invasdo e metastase (COUSSENS et al.,, 2000). O crescimento tumoral ocorre
também em paralelo com o acumulo de macréfagos que, uma vez ativados,
compdem uma fonte importante de fatores de crescimento e citocinas, que afetam
profundamente células endoteliais, epiteliais e mesenquimais no microambiente local
(COUSSENS; WERB, 2002; SICA; BRONTE, 2007). Evidéncias clinicas também
mostram forte associacdo entre a inflamacdo cronica e o cancer. Pacientes
portadores de virus sexualmente transmissiveis como hepatite C e HPV, podem
desenvolver carcinoma hepatocelular e cervical; individuos infectados por
Helicobacter pylori estdo predispostos ao carcinoma gastrico, além de individuos
com metaplasia de Barret, que possuem vulnerabilidade ao carcinoma de eso6fago
(HOLD; EL-OMAR, 2008; MACARTHUR; HOLD; EL-OMAR, 2004; VASTO et al.,
2009).
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Entretanto, alguns eventos patolégicos sdo importantes para que a
progresséo do cancer ocorra. No ano 2000, Hanahan e Weinberg propuseram seis
alteracbes caracteristicas do cancer, ou seja, alteracdes consideradas essenciais
para que ocorra 0 processo de carcinogénese. Estas alteracbes compreendem a
autosuficiéncia em sinais de crescimento; a insensibilidade a sinais supressores de
crescimento; evasao da morte celular; habilidade de invasdo e metéstase; potencial
replicativo ilimitado e angiogénese sustentada (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

No primeiro evento, a célula mutada adquire capacidade para sustentar sinais
proliferativos através de alguns mecanismos como |. producdo de fatores de
crescimento aos quais responderao via receptores cognatos, ou seja, geragao de um
estimulo proliferativo autécrino (CHENG et al., 2008); II. envio de sinais a células
normais que respondem a células tumorais suprindo-as com fatores de crescimento
(BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004) ou lll. hiperexpressao de receptores em
sua superficie. Além disso, mutacdes soméaticas podem ativar vias adicionais de
sinalizacao proliferativa excessiva, ou pode ocorrer a quebra de mecanismos de
feedback negativo que atenuariam a sinalizacdo para proliferagdo. Como os sinais
proliferativos excessivos podem desencadear a senescéncia da célula, algumas
células cancerigenas podem adaptar-se a altos niveis de sinalizacdo oncogénica,
desabilitando seu circuito induzido de senescéncia e apoptose (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A insensibilidade a sinais supressores de crescimento é muito dependente da
anulacdo da acdo de genes supressores de tumor, que governam a proliferacao
celular ou ativacdo de senescéncia e/ou apoptose. Existem genes que codificam
proteinas transdutoras de sinais inibitérios para o crescimento, como a proteina RB
(BURKHART; SAGE, 2008). Outros, como o gene que codifica o fator de transcrigao
p53, permitem a recepcéo de informacdes a respeito de estresse e dano no genoma,
tendo o poder de parar o ciclo celular até que a homeostasia celular seja recuperada
(SHERR; MCCORMICK, 2002). Dessa forma, a perda da atividade de genes como
estes permite a replicacdo inapropriada de células mutadas.

A apoptose e a autofagia sdo mecanismos alvos de células tumorais, ja que
sao utilizados em situacdes de estresse fisioldgico, estado que obrigatoriamente faz
parte da vida de uma célula no processo de tumorigénese. A perda de funcdo do
p53 € uma das formas mais comuns de escape da apoptose, porém células tumorais
também podem aumentar a expressdo de genes antiapoptéticos, como Bcl-2, ou
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diminuir a expressao de genes de fatores pro-apoptoéticos, como Bax (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). A inativagdo de componentes da maquinaria da autofagia
também admite o escape da morte celular (WHITE; DIPAOLA, 2009). Além disso,
em contraste com a apoptose e a autofagia, a morte celular por necrose libera sinais
pro-inflamatodrios para o microambiente, ou seja, cria um microambiente favoravel a
progressao tumoral (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

O potencial replicativo ilimitado é outra arma fundamental para a progressao
tumoral. Células com lesdes pré-malignas nao expressam telomerase
significativamente, e mostram encurtamento de telédmero. Por outro lado, lesdes
malignas consolidadas mostraram expressdo de telomerase unida a longos
telomeros e a fixacdo de caridtipos aberrantes adquiridas antes da atividade da
telomerase. Isto gera mutacdes que promovem o tumor e a subsequente ativagcdo da
telomerase estabiliza o genoma mutante e confere a capacidade ilimitada de
replicacdo (CHIN et al., 2004; RAYNAUD et al., 2010).

Outro evento marcante na carcinogénese, a inducdo de angiogénese, é um
processo que, ao contrario do que ocorre nas condicfes fisiologicas em que
aparece, gera continuamente novos vasos que sustentam a expansao neoplasica
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Este fendmeno € coordenado por fatores como
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). A hiperexpressao do gene que
codifica VEGF pode ocorrer em condi¢ces de hipdxia ou por sinalizacdo oncogénica
(FERRARA, 2009).

A angiogénese sustentada estd muito relacionada com a dltima marca
proposta por Hanahan e Weinberg, que é a capacidade de invasdo e metastase.
Células tumorais sofrem altera¢des na interagdo com outras células e com a matriz
extracelular, e tem como alteragdo conhecida a perda de E-caderina, que forma
juncdes aderentes com as ceélulas epiteliais adjacentes. A reducéo de sua expressao
esta relacionada com invaséao e metastase (BERX; VAN ROY, 2009). O processo em
guestdo se inicia, portanto, com invasao local, seguida da entrada de células
cancerigenas em vasos sanguineos e linfaticos proximos e seu transito por eles.
Ocorre entdo o escape destas células dos vasos para o parénquima de tecidos
distantes, com subsequente formacéo de micrometastases. Mais tardiamente, ocorre
a colonizacdo, que consiste no crescimento destas micrometastases gerando

tumores macroscopicos (CAVALLO et al., 2011).



25

1.5 Imunidade tumoral

Apo6s mais de dez anos da proposicédo dos eventos marcantes na evolugao do
cancer no individuo mencionados anteriormente, sabe-se que é necessario também
versatilidade ao lidar com o sistema imune para que o0 processo de carcinogénese
se concretize. Desta forma, sdo propostas trés caracteristicas imunes do céancer:
habilidade em evadir do reconhecimento imune; habilidade em suprimir a reatividade
imune e capacidade de desenvolvimento num microambiente cronicamente
inflamado (CAVALLO et al., 2011).

Os tumores que possuem a menor antigenicidade sdo o0s que se
consolidardo. A perda ou diminuicdo da expressdo de MHC na membrana celular é
um mecanismo utilizado para que o tumor possa crescer sem ser notado, e é
resultante da superexpressdo de produtos de oncogenes e da alteragdo na
magquinaria de processamento de antigenos. Isto dificulta o reconhecimento de
antigenos tumorais por células T, impedindo uma resposta efetora contra o tumor. A
evasdo da resposta contra tumores como fator determinante em seu crescimento
pode ser observada em pacientes com AIDS ou imunossuprimidos apoés transplante
que possuem maior incidéncia de diversos tumores (GRULICH et al., 2007).

A liberacdo de TGF-B, IL-10 e IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase) pode
ocorrer diretamente por células tumorais ou pode ocorrer através da ativacdo de sua
secrecdo por células supressoras de linhagem mieldide (MDSC), macréfagos
associados a tumores ou células dendriticas. Num microambiente contendo tais
fatores, células T regulatérias desenvolvem-se a partir das células T naive, e a
presenca destas suprime a reatividade do individuo ao tumor. As células tumorais
em sua expansao também expressam autoantigenos tolerados, levando a ativagéo
de Tregs naturais (CAVALLO et al., 2011).

Por outro lado, a ativacdo continua de leucocitos sublevada por infeccdes
persistentes, lesdo tecidual ou comportamento anormal de células mutadas
contribuem para o desenvolvimento de neoplasias utilizando mecanismos que
incluem desde espécies reativas de oxigénio a fatores angiogénicos (CAVALLO et
al., 2011). O microambiente tumoral usualmente é caracterizado por alta
concentracéo de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B. Em neoplasias
avancadas, € comum encontrar baixos niveis de IL-12 e ativacdo defectiva da

resposta Thl. Além disso, nestas neoplasias macrofagos associados a tumores
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(TAM) possuem um fenotipo M2, caracterizados por serem IL-12j, € IL-10pigh, SENdO
que os TAM também produzem TGF-f3, citocina supressora de tumores associada a
metastases que pode atuar como promotora tumoral (BIERIE; MOSES, 2006;
MANTOVANI et al., 2002).

As quimiocinas tem sido ha4 muito tempo associadas ao recrutamento de
leucécitos para os microambientes tumorais. Uma grande variedade de quimiocinas,
como CCL2, CXCL12, CXCL8, CXCL1, CXCL13, CCL5, CCL17 E CCL22 tem sido
detectadas em tecidos neopldsicos (GARLANDA et al., 2007). Dessa forma, a
inflamacé&o possui uma relagéo interessante com o processo de carcinogénese e, a
fim de elucidar a contribuicdo da inflamacdo para a carcinogénese, estudos com

modelos animais foram amplamente desenvolvidos.

1.6 Modelos animais na carcinogénese

Um dos modelos mais estudados na carcinogénese quimicamente induzida é
o de carcinogénese de pele murina. A iniciacao é feita através da aplicacdo de uma
baixa dose de um carcin6geno como o DMBA, jA que tal tratamento causa,
geralmente, uma mutacéo no residuo de adenosina do codon 61 do gene Hras em
células epiteliais, gene responsavel por estimulo da producdo de fatores de
crescimento (BALMAIN; HARRIS, 2000; KEMP, 2005). Esta dose de DMBA
raramente levarda ao desenvolvimento de tumores visiveis por si sO, sendo
necessaria a aplicacdo de um agente promotor. A promoc¢ao ocorre através da
aplicacdo de mudltiplas doses de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), agente
promotor ndo carcinogénico capaz de desencadear mudancas celulares e
bioguimicas relacionadas ao crescimento e diferenciacdo. Este evento € conhecido
pela presenca de perda de heterozigose ou mutacdo do gene p53 (DIGIOVANNI,
1992; KEMP, 2005) e ativacdo de uma série de proteinas quinases que induzem
reacdo inflamatoria no tecido (MUELLER, 2006). Assim, células iniciadas sé&o
expandidas pelo tratamento com o promotor e ocorre o0 desenvolvimento de
papilomas, lesdes neoplasicas benignas que consistem em hiperplasias de
queratinécitos e células estromais. Alguns papilomas adquirem a capacidade de
invasdo atravées da membrana basal e tornarem-se carcinomas de células

escamosas, caracterizados por conter células com perda de diferenciacéo, atividade
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mitotica aumentada e atipia nuclear. Uma fracdo destas células pode migrar e gerar
metéstases (ABEL et al., 2009; KEMP, 2005).

Um protocolo alternativo para a geracdo de carcinomas de pele consiste na
aplicacao epicutanea repetitiva de DMBA sem TPA. Neste protocolo, o DMBA é
tanto iniciador como promotor, e 0s carcinomas podem formar-se tanto a partir de
papilomas como de novo (MURPHY et al., 2003). Neste contexto, 0 que ocorre é
que a inducdo de uma repetida lesdo abrasiva pode promover tumores de pele
(DIGIOVANNI, 1992), e o DMBA por ser um agente extremamente toxico e irritante
possui essa propriedade. Camundongos selecionados geneticamente para alta ou
baixa resposta inflamatéria aguda, AIRmax e AIRmin, mostraram diferente
comportamento diante deste tratamento. Animais AIRmax mostraram-se mais
resistentes ao tratamento tanto em relacdo a multiplicidade quanto a incidéncia de
tumores de pele (DE SOUZA et al., 2009).

O mesmo ocorreu com estas linhagens em estudos anteriores realizados com
aplicacdo epicutanea de DMBA/TPA (BIOZZI et al.,, 1998), ou realizados com
implantacdo subcutanea de células B16F10 e S91, de melanoma murino, e células
de melanoma humano SKMEL-28 (MARIA et al., 2001). Além disso, o tratamento
com uretana para inducdo de carcinogénese pulmonar também obteve tais
resultados (RIBEIRO et al., 2005). Em conjunto, estes trabalhos apresentam os
animais geneticamente selecionados, AIRmax e AIRmin, como um modelo
interessante e original para estudo da carcinogénese.

Camundongos CAR-S (suscetiveis) e CAR-R (resistentes) obtidos por
selecdo genética também diferem quanto a vulnerabilidade a tumores de pele
guimicamente induzidos por DMBA/TPA (BANGRAZI et al.,, 1990), assim como
camundongos selecionados para alta (H) e baixa (L) producéo de anticorpos, sendo
0s animais L, de baixa producdo de anticorpos, mais resistentes ao tratamento
(IBANEZ et al., 1999).

1.7 Linhagens selecionadas geneticamente quanto a resposta inflamatoria
aguda (AIR)

A inflamacg&o é uma caracteristica quantitativa submetida a controle poligénico
sendo, portanto, regulada pela interacdo de varios loci génicos ou QTL (do inglés:

guantitative trait loci) que segregam independentemente. Para a melhor
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compreensao deste fendbmeno, o Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan
desenvolveu duas linhagens de camundongos por selecdo genética bidirecional de
acordo com a intensidade da resposta inflamatéria aguda (AIR, do inglés: acute
inflammatory response) a aplicacdo de uma suspensdo de particulas de
poliacrilamida (Biogel P1g0) (IBANEZ et al., 1992).

O processo de selecdo teve inicio a partir de uma populacdo de
camundongos geneticamente heterogénea que foi resultante de cruzamentos entre
oito linhagens isogénicas de origem independente (Figura 2). Cada individuo da
populacdo FO é caracterizado por uma recombinacdo distinta de 12,5% do pool

génico de todas as linhagens isogénicas originais (IBANEZ et al., 1992).

Figura 2 - Representacao esquematica dos cruzamentos das oito linhagens isogénicas para
geracédo da populacao inicial da selecéo.

Isogénicas A x DBA/2 P x SWR SILx CBA BALB/C x C57BL/6
| J . J { | | J
Hibridos F1 Fl F1 F1l
L . | J
Segregantes F2 F2
[ J
Segregantes F3=FO0
Populagdo Inicial de Selegdo

Fonte: Perlati-Santos (2012).

A resposta inflamatoéria aguda (AIR) foi desencadeada através da aplicacéo
subcutédnea no dorso dos camundongos previamente depilados de 0,75 mL da
suspensao de microparticulas de poliacrilamida (Biogel P100, Bio-Rad) que possuem
porosidade com limite de exclusdo para moléculas acima de 100 Ky. E um polimero
guimicamente inerte, insolivel, ndo biodegradavel e n&do imunogénico. Para
avaliacdo da AIR, 24 horas ap6és a aplicacéo foi injetado 1 mL de PBS no local e o
exsudato foi entdo drenado para a verificagdo dos dois parametros estabelecidos,

que tratam-se da quantidade de células infiltradas e concentracdo protéica no
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exsudato. O valor fenotipico destas caracteristicas foi estudado individualmente.
(STIFFEL et al., 1990).

Desta forma, os acasalamentos seletivos foram baseados na distribuicdo
fenotipica da populacdo FO, sendo escolhidos os animais com valores situados nas
extremidades da curva. Animais com maior concentracdo de proteinas e maior
celularidade no exsudato foram cruzados entre si para a geragédo da linhagem de
alta resposta inflamatoria aguda (AIRmax), e 0s animais com 0s menores valores
nestes parametros foram cruzados entre si para a obtencédo da linhagem de baixa
resposta inflamatéria aguda (AIRmin). Para minimizar a consanguinidade, o0s
acasalamentos entre irmaos e primos foram evitados (IBANEZ et al., 1992).

Apos 20 geracBes admitiu-se que as linhagens atingiram o limite de selecéo,
ou seja, o maximo de diferenca fenotipica, sendo neste momento ambas as
linhagens consideradas em homozigose para os QTLs relevantes (BIOZZI et al.,
1998). Estes animais respondem diferentemente ndo somente ao Biogel, mas a
outros agentes como o veneno de Bothrops jararaca (CARNEIRO et al., 2002) e a
doencas autoimunes como a artrite (PETERS et al., 2007; VIGAR et al., 2000),
tumores de pele e pulméo (BIOZZI et al., 1998; DE SOUZA et al., 2009; MARIA et
al., 2003; RIBEIRO et al., 2005) e também a infecgdes (ARAUJO et al., 1998;
BORREGO et al., 2006).

A selecdo mostrou divergéncia de 20 vezes para o infiltrado leucocitario entre
as linhagens e 2,5 vezes para a concentracao protéica no exsudato (Figura 3). Esta
diferenca fenotipica é regulada quantitativamente por 7 a 11 loci génicos (QTLS) que
se segregam independentemente (BIOZZI et al., 1998; IBANEZ et al., 1992).

Atualmente, o processo de sele¢do esta na 58° geracéo.
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Figura 3 - Representacdo da divergéncia das linhagens AIRmax (e) e AIRmin (e) quanto ao
namero médio de leucécitos infiltrantes e extravasamento protéico no local de
aplicacdo da suspensao de particulas de poliacrilamida (Biogel P1qo).
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Fonte: Modificado de Biozzi et al. (1998).

A diferenga entre as duas linhagens no ndmero de leucécitos infiltrados no
sitio de injaria pode ser devido a diferenca na producao de substancias quimiotaticas
pelas células residentes e infiltrantes para atrair neutréfilos, como C3a, C5a e MIP-2
(do inglés: macrophage inflammatory protein 2) apés o tratamento com Biogel P1go).
Além disso, os animais AIRmax tem maior producdo de neutréfilos maduros, ja que
animais AIRmax possuem maior frequéncia do alelo normal do IL-3Ra, que em
conjunto com o receptor B determina a resposta normal a IL-3, enquanto os animais
AIRmin possuem maior frequéncia do alelo que codifica proteina anormal, de
resposta defectiva a IL-3 (RIBEIRO et al., 2003).

1.8 OgeneSicllal

Como visto anteriormente, as linhagens AIRmax e AIRmin possuem
diferencas na suscetibilidade e resisténcia a doencas, a componentes humorais e
celulares e ao alelo do gene Ahr que carregam. Entretanto, num estudo realizado
para avaliacdo de seu comportamento na infeccdo por Salmonella typhimurium, foi
observado um desequilibrio na frequéncia dos alelos R (resistant) e S (susceptible)
do gene Nrampl(natural resistance associate macrophage protein 1). A frequéncia
do alelo S é de 60% nos animais AIRmin, 9% nos animais AIRmax e na populacéo
FO sua frequéncia é de 25%. Este desequilibrio de frequéncia provavelmente

ocorreu devido ao processo seletivo e o0 gene Nrampl ou algum outro préximo a ele
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estaria num dos QTLs envolvidos na regulacdo da resposta inflamatdria aguda
(ARAUJO et al., 1998).

Devido a este gene estar intimamente associado ao transporte i6nico
essencial, foi renomeado Slcllal (Solute carrier family 11a member 1) (FORBES;
GROS, 2001). Ele esta localizado no cromossomo 1 e codifica a proteina expressa
na membrana dos compartimentos endossomal e lisossomal de células como
monaocitos, macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares, sendo que durante o
processo de fagocitose, a proteina SLC11A1 é recrutada para a membrana dos
fagolisossomos (CELLIER et al., 1997; VIDAL; GROS; SKAMENE, 1995; WYLLIE;
SEU; GOSS, 2002). Esta proteina possui 60 kD, doze dominios transmembranicos
e um loop extravesicular glicosilado com sitios de fosforilacdo e uma sequéncia
intravesicular homoéloga as proteinas de transporte de bactérias e eucariotos (Figura
4). Isto indica um papel desta proteina no transporte idnico de, por exemplo,
produtos da oxidacdo do 6xido nitrico, molécula com acdo microbicida produzida por
macrofagos ativados (CELLIER et al., 1995; GOVONI; GROS, 1998).

Figura 4 - Representacdo da proteina SLC11A1.

COOH

Fonte: Vidal, Gros e Skamene (1995).
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A suscetibilidade conferida pelo alelo S do gene Sicllal esta associada,
principalmente, a uma substituigdo de uma glicina por um acido aspartico na posi¢cao
169, dentro do quarto dominio transmembranico da proteina (GOVONI; GROS,
1998; ZWILLING et al., 1999), porém o mecanismo de agao pelo qual o gene em
questao tem a capacidade de conferir o fenétipo de resisténcia ou suscetibilidade a
infeccbes em um individuo ainda nado é totalmente compreendido. Entretanto,
existem duas vertentes que tentam explicar o fenébmeno.

A primeira delas propde que a proteina transportadora codificada pelo gene
SIcllal possui a fungdo de aumentar o Fe?* endossomal para catalisar a reacdo de
Haber-Weiss/Fenton que, em pH acido, gera radicais hidroxil altamente toxicos com
acao bactericida (KUHN; LAFUSE; ZWILLING, 1998). Ja a outra vertente propde
que a funcdo desta proteina transportadora é privar a bactéria fagocitada da
disponibilidade de Fe®*, essencial para o crescimento bacteriano, e de outros cations
divalentes como Zn*" e Mn2+, essenciais para uma efetiva defesa bacteriana
antioxidante. Esta privacdo ocorre pelo transporte de Fe** do endossomo para o
citosol (GOMES; APPELBERG, 1998). Dessa forma, o alelo S codifica uma proteina
que, na primeira teoria, é incapaz de fazer o transporte de Fe®" do citosol para o
endossomo ou que, na segunda teoria, é incapaz de fazer o transporte de Fe** do
endossomo para o citosol, ocorrendo em ambas situagdes o beneficiamento do

crescimento bacteriano, ou seja, o fenétipo de suscetibilidade a infecgdes.

1.9 Animais selecionados geneticamente quanto ao alelo portado do gene
Sicllal

O alelo S do gene Sicllal nao esta envolvido somente com a suscetibilidade
a infecgbes (BORREGO et al., 2006), mas também esta associado a doengas como
artrite reumatdide (BLACKWELL et al.,, 2003, PETERS et al., 2007), esclerose
multipla (ATES et al., 2010), cancer (ZAAHL et al., 2005) e até mesmo com a
regeneracgao tecidual (CANHAMERO et al., 2010). Este gene é pleiotropico e possui
papel na ativacdo macrofagica, bursts oxidativos e nitrosaminos, producao de TNF-a
e IL-1B e também na expressdo de moléculas de MHC de classe || (BARTON
WHITEHEAD; BLACKWELL, 1995; KITA et al., 1992; WOJCIECHOWSKI et al.,
1999).
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Para a melhor compreensdo do comportamento dos animais da selecao
(AIRmax e AIRmin) mediante ao desequilibrio alélico, foram realizados cruzamentos
assistidos por genotipagem para a produgdo de quatro sublinhagens de
camundongos homozigotos para os alelos R e S do gene Sicllal. As linhagens
foram denominadas AIRmax"®, AIRmax®®, AIRmin"?, AIRmin®>®> (BORREGO et al.,
2006; DE FRANCO et al., 2007; PETERS et al.,2007).

Sabendo-se que os alelos R e S do gene Slcllal interagem com os loci
reguladores de alta e baixa inflamagédo aguda, modulando varios fendtipos, como
influxo de neutrdéfilos e exsudato protéico apds inflamagao com Biogel, sensibilidade
a artrite induzida por pristane, regeneragcado tecidual e os niveis de citocinas
envolvidos nos diversos processos inflamatorios, nossa hipotese é que a interagao
dos alelos R e S com o fundo genético de alta e baixa inflamagcéo devem modular a

suscetibilidade a carcinogénese de pele.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar o papel dos alelos R e S do gene Sicllal na
carcinogénese de pele induzida pelo agente DMBA nas sublinhagens AIRmax<R,
AIRmax®®, AIRmin®R, AIRmin®®, avaliando alguns mecanismos envolvidos no

processo de progressao da doencga.

21 Objetivos especificos

1. Contagem do numero de papilomas, carcinomas de pele e analise de tumores em
orgaos internos em diferentes periodos de tempo apds a aplicacdo do agente

indutor;

2. avaliagdo de cortes histologicos de pele e bago na fase inflamatoria e, apos a

progressao da carcinogénese, pele, bago, pulmdes, rins e figado;

3. analise do perfil de citocinas pr6- e anti-inflamatorias no inicio da resposta

inflamatoria nestes animais.



L%%fdf&gm
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os camundongos utilizados foram das sublinhagens homozigotas para os
alelos R e S do gene Sicllal: AIRmax Slc11al®® (AIRmax"®); AIRmax Slc11a1®®
(AIRmax®%), AIRmin Slc11a1®"® (AIRmin"%) e AIRmin SIc11a1%® (AIRmin®%), que
foram produzidos por cruzamentos assistidos por genotipagem (BORREGO et al.,
2006; DE FRANCO et al., 2007; PETERS et al., 2007). Fémeas e machos de
aproximadamente 2 a 4 meses foram utilizados nos experimentos. Estes animais
foram gerados e mantidos no biotério do Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan. O projeto esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentagdo
Animal da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL). Os
procedimentos foram devidamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB).

3.2 Indugédo da tumorigénese

Para indugédo da tumorigénese de pele, doses de 50 ug de DMBA diluido em
0,1 mL de acetona foram aplicadas via epicutdnea nos camundongos por 5 dias
consecutivos. Os grupos foram de, em meédia, 15 animais de cada sublinhagem. Nos
grupos controles, compostos também por 15 animais, foi aplicada acetona (0,1 mL)
durante este mesmo periodo. Quatro animais de cada sublinhagem (2 machos e 2
fémeas) foram sacrificados 48 horas apds a aplicagao para retirada de fragmentos
de pele, e mais 4 animais de cada sublinhagem foram sacrificados 30 dias apés a
aplicacdo do DMBA. Parte destes fragmentos foram destinados a analise histolégica,
e o restante foi destinado a quantificagdo de mRNA de algumas citocinas. O numero
de papilomas por animal foi contado uma vez por semana, € o restante dos
camundongos foi sacrificado 170 dias apdés o término da inoculagdo do agente

indutor, para analise dos 6rgaos internos.
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3.3 Analise histolégica

Os fragmentos de pele, bacos e 6rgéos internos com lesdes suspeitas foram
fixados em formaldeido a 10% por 24 horas, desidratados em alcool, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina. Os cortes foram feitos na espessura de 5 um e
corados com Hematoxilina-Eosina (HE). A avaliagao foi feita em microscopio optico
(Leitz-Diaplan) e a aquisicao e digitalizacdo das imagens através do sistema CCD-

IRIS (Sony Company).

3.4 Contagem de papilomas e tumores

A contagem de tumores de pele foi realizada semanalmente através de
analise macroscopica no dorso dos animais tratados com DMBA. A busca de
tumores nos grupos de animais também foi feita macroscopicamente em o6rgaos
internos num periodo de 170 dias apés o tratamento. Os 6rgaos de interesse foram
pulmbes, rins e figado e em casos de suspeita de lesdo maligna, foram retirados e

armazenados em formaldeido (10%) para futura confirmacgéo histologica.

3.5 Quantificagao de citocinas

Os soros para analise no Bioplex foram armazenados a -80 °C até o momento
de uso. O painel utilizado foi o MILLIPLEX™ Mouse Cytokine / Chemokine,
analisando IL-1pB, IL-6, IL-10, MIP-2a (CXCL-2), TNF-a, GM-CSF, IL-17 e também,
para analise de TGF-B, foi utilizado o kit TGFb1 Single plex (Millipore — Billerica, MA,
USA). O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante.
Resumidamente, o filtro da placa de 96 pocos foi lavado com Bioplex Assay Buffer.
Em seguida foram adicionadas as beads conjugadas a anticorpos anti-citocinas,
lavadas com Bioplex Wash Buffer, e depois 25 yL das amostras de soro foram
adicionadas. Apdés uma incubacao de 2 horas, a placa foi novamente lavada com
Bioplex Wash Buffer, e entdo foi adicionado a cada pog¢o o anticorpo de deteccao
biotinilado com posterior incubacado de 1 hora. Apds esse periodo, novas lavagens
com Bioplex Wash Buffer foram realizadas, sendo a proxima etapa a de adi¢cao da
estreptavidina conjugada com PE, que se liga ao anticorpo biotinilado. A incubagao

nesta etapa foi de 30 minutos. Foram realizadas novas lavagens e posteriormente as
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beads foram ressuspensas com Bioplex Assay Buffer e analisadas no Bioplex 200
Suspension Array System/ Luminex (Bio Rad, Hercules, CA) através do Software
Bio-plex Manager, versao 4.1(Bio Rad, Hercules, CA). Os dados apresentados sao

referentes a, no minimo, 100 beads por citocina.
3.6 Extragcao de mRNA de pele e bago

Os fragmentos foram acondicionados em tubos contendo RNA later™ (RNA
Stabilization Reagent - Qiagen) a 4 °C por 24 horas imediatamente apds sua coleta.
Passado esse periodo, foram armazenados a -20 °C. Os fragmentos de pele ou
baco retirados do freezer foram colocados em 350 yL de tampao RA1 e 3,5 uL de B-
mercaptoetanol para a ocorréncia de lise celular. Estas amostras foram submetidas
ao vortex, filtradas em mini filtro RNAspin e centrifugadas durante 1 minuto a uma
velocidade de 9.500 r.p.m. O filtro foi entdo descartado e o filtrado transferido para
um novo tubo coletor de 1,5 mL.

Para que as condicbes de ligagdo do RNA fossem ajustadas, foram
adicionados 350 pL de etanol 70% nas amostras e as mesmas submetidas ao vortex
de 2 a 5 segundos.

Em seguida, para a ocorréncia da ligagdo do RNA, as amostras foram
homogeneizadas, colocadas numa coluna de RNAspin e centrifugadas por 30
segundos a 8.000 r.p.m. Apos esta centrifugacao, a coluna foi transferida para um
novo tubo coletor.

O préximo passo foi o de dessalinizagdo da membrana, ja que a presenga de
sal prejudica a agdo da DNase |. Para isso foram adicionados 350 uL de tampéo
MDB (membrane dessalting buffer) as amostras e entao estas foram centrifugadas a
9.000 r.p.m por 1 minuto para a secagem da membrana.

Para a digestdo do DNA, foram aplicados 95uL da solugdo de DNase (10 pL
de DNase | reconstituida + 90 yL do tampao de DNase) na membrana das colunas,
e estas foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Essa solucédo de
DNase foi inativada com 200 pL do tampao RA2 que foram centrifugados por 1
minuto a 9.000 rpm. Apds esse procedimento, foram realizadas mais duas lavagens.
A primeira utilizou 600 uL de tampao RA3 e centrifugacdo a 9.000 r.p.m durante 1
minuto. A segunda recebeu 250 uL de tampao RA3 na membrana de silica, que foi

centrifugada a 9.000 r.p.m por 2 minutos, ficando dessa forma completamente seca.
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A coluna foi entdo colocada em um tubo de 1,5 mL nuclease free, recebeu 50 pL de
agua RNase free e foi submetida a centrifugagao durante 1 minuto a 9.000 r.p.m.
Apo6s esse procedimento, a concentracdo de RNA total das amostras foi
medida por espectrofotometria no comprimento de onda de 260nm e expressa em
ng/uL. A relagdo RNA/Proteinas (260 nm/280 nm) também foi observada e seu valor
foi ao redor de 2,0. Para analise da integridade, foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose a 1% em tampao TBE (Tris-base 1 M, acido borico 1 M e EDTA 20
nM) contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo. As amostras foram aplicadas no gel
na concentracéo de 0,5 pyg/mL num volume final de 10 pL acrescidos de 2 pL de azul
de bromofenol. O gel contendo as amostras foi colocado em cuba com tampao TBE
1X e submetido a uma voltagem de 80 V por aproximadamente 30 minutos. A
imagem do gel foi obtida no Pharmacia Biotech — Image Master VDS, na qual foi

possivel observar a presenga das bandas indicativas da integridade do RNA.

3.7 Obtencao de cDNA

A sintese de cDNA foi feita através de uma reacéo de transcricdo reversa a
partir do RNA total purificado. Ao volume de 10 uL contendo 0,5 ug de RNA foram
adicionados 2 pl de agua RNase free, 1 uL de oligonucleotideos dNTP (10 mM) e 1
ML de Oligo(dT)12-18 (50 mM). A mistura foi homogeneizada e submetida a
temperatura de 65 °C por 5 minutos. Apds este periodo, as amostras acrescidas da
mistura acima permaneceram no gelo por 1 minuto. Foram adicionados as amostras
4 ul de tampéao especifico 5X concentrado (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCl e
15 mM MgCly), 1 uL de DTT (0,1 M) e 1 ul da enzima SuperScript 1ll RNase H-
Reverse Transcriptase — Invitrogen (200 U/mL). As amostras foram aquecidas a 50
°C por 50 minutos e inativadas a 70 ° C por 15 minutos. A reacao foi incubada em
aparelho termociclador MJ Research PTC 200.

Para a amplificacdo dos cDNA especificos aos mMRNA codificantes para ll1a,
l11b, 114, 1l6, 1110, Ifng, Tgfb, Tnfa, Ccl2, Cxcl2, Saa3 e Foxp3 foram utilizadas
sequéncias sintéticas (primers). Estes primers foram desenhados para éxons que
flanqueiam introns de grande tamanho (1000 pb) evitando assim a amplificacdo do

DNA gendmico (Quadro 1).



Quadro 1 - Sequéncia de primers utilizados na sintese de mRNA.

4

1110
Ifng
Tafb
Tnfa
Ccl2
Cxcl2
Saa3
Foxp3
Cyplal

Cxcr2

TCAAACAAAGGACCAGCTGGACAACATACTG

GCTCTGAGACAATGAACGCT
ACCGCAACAACGCCATCTAT
TCTCATCAGTTCTATGGCCC
GCCTGCTGTTCACAGTTGC
CCTGGTTCAGAAAATCATCCA
GAGCTGGCTGACTGGAAGAG
CAGTCACTGCAAATGTCCGGT
TGGAGACCTTCCGGCATTC

AGCCACTCTGCTCACAAACA

Primer Forward Reverse
Ciclo AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT AAATGCCCGCAAGTCAAAAG
llla CAGTTCTGCCATTGACCATC TCTCACTGAAACTCAGCCGT
l1b TTGACGGACCCCAAAAGATG AGAAGGTGCTCATGTCCTGA
114 TCGGCATTTTGAACGAGGTC GAAAAGCCCGAAAGAGTCTC
6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TGTACTCCAGGTAGCTATGG

AAAGAGATAATCTGGCTCTGC
GTAACGCCAGGAATTGTTGC
GGGAGTAGACAAGGTACAAC

TCATTGGGATCATCTTGCTG
CTTTGGTTCTTCCGTTGAGG
GCGGGTCTGAAGTTGAGATT

TGTCGGACACAAAGGAACTGC

'CTGTCTAGGTCCTGGAGTCCAGCAGACTCAA

GCCATTCAGACTTGTATCTCTTGTG

CCACCTTGAATTCTCCCATC

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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3.8 Expressao génica por PCR em tempo real (qPCR)

Foi avaliada a expressdo de RNA mensageiro para ll1a, ll1b, 114, 116, 1110, Ifng,
Tgfb, Tnfa, Ccl2, Cxcl2, Saa3, Cyplal e Cxcr2 na pele e Foxp3, 116, Tnfa, Ccl2,
Cxcl2, Cyplal e Cxcr2 no bago de animais submetidos ao tratamento. Os cDNAs
destes tecidos foram quantificados através de reagdes de PCR em Tempo Real
(gPCR).

Cada amostra de cDNA (2 pL) foi adicionada a uma mistura contendo as
sequéncias forward e reverse de primers das citocinas (5 uM); 12,5 ul de Platinum
SYBR Green gPCR Supermix-UDG (Invitrogen), e agua para ajustar o volume final
de reagcado em 25 pul por tubo.

As reagdes foram incubadas no aparelho Chromo 4 (MJ Research), e
submetidas a uma fase inicial de incubagao a 50 °C por 2 minutos, seguida da fase
de ativagdo da enzima (hot start) a 95 °C durante 5 minutos. As sequéncias alvo
foram entdo amplificadas durante 40 ciclos constituidos de etapas sucessivas de
desnaturagao (95 °C por 20 segundos), e de anelamento (60 °C por 35 segundos). A
aquisicao da fluorescéncia foi incorporada ao material dupla fita amplificado a cada
ciclo e efetuada na etapa final. A cada amostra foi atribuido um valor de Ct (Cycle
Threshold) referente ao numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia
incorporada as duplas fitas amplificadas comecgasse a ultrapassar o valor da
fluorescéncia de fundo, ou seja, do inicio da fase logaritmica (log) de amplificacao,
da qual depende diretamente de quantas cépias das sequéncias alvo havia
inicialmente em cada amostra.

Apods a amplificagdo, o produto da reagao foi submetido a uma fase Melting na
qual a temperatura variou de 55 °C a 90 °C e a fluorescéncia foi adquirida a cada 1
°C, registrando-se a temperatura de dissociagédo, ou desnaturacdo da dupla fita do
material amplificado, o que indica o tamanho e, portanto a especificidade do produto
amplificado em cada reagao.

Os dados foram adquiridos e analisados pelo programa Opticon Monitor
Analysis Software 2.03, conforme indicado. A quantificacdo dos resultados obtidos
pelo qPCR foi utilizado o Método de Threshold Comparativo (GIULIETTI et al., 2001;
LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), no qual férmulas aritméticas foram utilizadas para
calcular niveis de expressao relativos a um calibrador, que foi uma amostra de

menor expressao (controle). Os resultados foram baseados nos valores de ACt, que
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representa o valor de Ct do gene alvo, seja de animal experimental ou controle,
subtraido do valor de Ct do gene constitutivo, a ciclofilina. O gene da ciclofilina
codifica um receptor intracelular para ciclosporina A, que possui um papel
fundamental na atividade da PPlase (peptidil-prolil cis-trans isomerase) e
chaperonas. A ciclofilina é estruturalmente conservada e encontrada em ambos os
organismos procarioticos e eucariéticos (LEE; KIM, 2010).

A quantidade do gene alvo é dada pela férmula 2724¢
Livak et al. (2001), em que AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador). Assim, a

equacao representa a expressao normalizada do gene alvo, em uma amostra cuja

, método descrito por

quantidade € desconhecida, relativa a expressdo normalizada da amostra
calibradora. Isso permite a observagdo da mudanga em vezes na expressédo génica
relativa ao calibrador.

O célculo das médias e desvios padrao foi realizado para cada sublinhagem,
tanto para animais controle como para os animais tratados. A Figura 5 representa a
amplificagdo da ciclofilina nas amostras controle e experimentais e suas curvas de
Melting. Nao houve variacdo no Ct de animais controle e experimentais, pois as
curvas permanecem juntas durante todo o ciclo de amplificagéo. Isto indica que o
tratamento com DMBA néo interfere na expressao do gene constitutivo. Da mesma
forma, nas curvas de Melting, as amostras apresentaram um unico pico de
dissociagdao. Isto mostra que todas as duplas fitas separam-se na mesma
temperatura, indicando a amplificagdo de uma banda especifica de mesmo tamanho

(ciclofilina).
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Figura 5 - gqPCR representativo de quantificagdo de ciclofilina na pele dos animais
AIRmax"R, AIRmax®S, AIRmin"R e AIRmin®S, controles e experimentais.

Cycle Threshold Curva de Melting

Fluorescence
Fluorescence
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Experimento realizado no aparelho Chromo 4 (MJ Research), utilizando Platinum SYBR
Green gPCR Supermix UDG (Invitrogen).
Fonte: Perlati-Santos (2012).

3.9 Extracao de DNA gendémico

Foi realizada a extragcdo de DNA da cauda dos animais pelo kit E.Z.N.A Easy
Nucleic Acid Isolation ® (Omega Bio-Tek, Inc.), para posterior uso na analise de
polimorfismos no gene Ahr. Para isso, fragmentos de 0,5 a 1 cm de cauda foram
coletados dos camundongos e foram colocados em tubos eppendorf. Aos tubos
foram adicionados 180 uL de tampao TL (Buffer TL), 25 pyL de O.B. protease diluida
em Tris-HCI (10 mM pH 8,0). Apds passagem dos tubos no vortex, as amostras
foram incubadas a 55 °C por 4 horas, com agitacdo a cada 20 minutos.

Apoés a incubagéo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.800
rom e temperatura ambiente para separar o DNA soluvel, presente no sobrenadante,
do material ndo digerido pela enzima, como osso e pélos. O sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e transferido para novo tubo eppendorf estéril. Ao
sobrenadante foram adicionados 200 pyL de tampdo BL (Buffer BL) e 210 yL de
etanol absoluto homogeneizados. O conteudo final foi homogeneizado no vortex.

A coluna filtrante foi colocada num tubo coletor de 2 mL e para preparar a
coluna, foram adicionados 200 yL de tampé&o de equilibrio (Equilibration Buffer) e em
seguida as colunas com os tubos coletores foram submetidos a centrifugagdo a
11.200 rpm por um minuto, com posterior descarte do eluato. Depois disso, a
amostra de DNA com o tampao BL e etanol foi transferida para a coluna de extragcao

de DNA ja preparada e centrifugada por 10 minutos a 9.860 rpm e temperatura
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ambiente. O tubo coletor foi descartado juntamente com o material que passou pela
coluna. A coluna, foram adicionados 500 pL de tampdo HB (Buffer HB) e esta foi
submetida a centrifugagdo por 2 minutos a 9.860 rpm e temperatura ambiente, e o
eluato foi descartado.

A coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 mL e foi entdo lavada
com 700 yL de tampao de lavagem (Wash Buffer) previamente diluido em etanol
absoluto conforme instru¢ées do fabricante. A coluna com seu tubo coletor foi
centrifugada a 9.860 rpm por 2 minutos, e seu eluato foi descartado. Esta etapa foi
repetida, com necessidade de secagem posterior. Assim, para secar a coluna, foi
feita uma nova centrifugacéo por mais 2 minutos na velocidade de 11.200 rpm.

Por fim, a coluna foi transferida para um tubo eppendorf estéril e 200 pL de
tampéo de eluigdo (Elution Buffer) pré-aquecidos a 70 °C foram adicionados a
coluna. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 3 minutos. Apds esse
periodo, a coluna foi centrifugada por 11.200 rpm por 2 minutos, e posteriormente a
esta centrifugacao, a coluna foi descartada.

A concentracdo do DNA foi quantificada por densitometria dptica, com diluicdo
de 1:20. A verificagdo da integridade do DNA extraido foi feita por eletroforese em
gel de agarose a 1% e andlise através do aparelho Pharmacia Biotech — Image
Master VDS.

3.10 Analise de polimorfismo no gene Ahr

Para analise de polimorfismo no gene Ahr, no cromossomo 12 a 18 cM em
DNA gendmico, o primeiro passo foi o acerto da concentracdo de DNA nas
amostras, a fim de que todas as amostras ficassem na concentragdo de 12,5ng/mL.
As amostras controles, C57BL/6 (representante do alelo Ahr") e DBA/J
(representante do alelo Ahr?), foram utilizadas na concentragdo de 25 ng/mL.

Posteriormente foi feita uma mistura de 2 uL de primer forward, 2 uL de primer
reverse (Quadro 2), ambos na concentragao de 2 pM/puL, e 96 uL de agua. Entéo,
para a reagao de PCR, cada tubo continha a amostra (3 yL de DNA), 12,8 uL de
agua, 2,4 uL de tampao de reagao, 0,84 uL de Mg, 0,84 pL de dNTP, 0,12 pL de
enzima platinum e 4 yL da mistura de primers. A reagao ocorreu no aparelho MJ
Research PTC 200,com uma etapa previa de incubacdo a 95 °C por 2 minutos e

posteriormente, um total de 35 ciclos constituidos por repetidas etapas nas
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temperaturas de 95 °C por um minuto, 55 °C por um minuto e 72 °C por um minuto,
com incubacao final das amostras a 72 °C por 15 minutos. Para subseqlente
verificacdo de integridade do produto da reag&do, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 3% em TBE 1X.

A caracterizagao da existéncia ou ndo de polimorfismo no gene Ahr ¢é feita da
seguinte forma: individuos como os animais DBA/J possuem o polimorfismo
anteriormente descrito (substituicdo de uma alanina por valina na posi¢do 375 no
dominio de ligag&o), que caracteriza diminuida afinidade de ligagdo aos HPAs, apos
tratamento com enzima de restricdo (Eco 47lll) continuam com sua molécula de
DNA integra. Entretanto, amostras de DNA de individuos sem polimorfismos nesta
regidao (como os animais C57BI/6), que possuem receptores de maior afinidade aos
HPAs, tem regido especifica reconhecida pela enzima de restrigao, tendo entdo sua
molécula de DNA amplificada clivada. Por isso, apds a verificagdo de integridade do
produto da reagao de PCR, foi realizado tratamento com enzima de restricdo. Neste
tratamento, 2 uL de amostra de produto da reacdo de PCR foram acrescidos de 15,6
ML de agua, 2 yL de tampéo da enzima, 0,2 yL de BSA e 0,2 yL da enzima de
restricdo Eco 471ll. A incubacao foi feita durante 3 horas a 37 °C.

Ao final da incubagao, a analise foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose Low Melting a 4% em TBE 1X, a 120 V por cerca de 50 minutos. Assim,
2 UL de amostra sao misturadas a 8 uL de corante azul de bromofenol, e 1,2 uL das
amostras dos controles sao misturadas a 4,8 uL de agua e 4 uL de corante. Apos a
corrida no gel, foi possivel caracterizar a fragmentagcao ou ndo do DNA e fotografar o

gel através do aparelho Pharmacia Biotech — Image Master VDS.

Quadro 2 - Sequéncia dos primers utilizados para analise do gene Ahr.

Primer Ahr
Forward GGTTCGAATTTCCAGGATGG
Reverse CCACCCCAGGTACATGATGGAACC

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas entre as médias das sublinhagens estudadas nos experimentos
de qPCR e Bioplex foram determinadas por andlise de variancia (ANOVA) e Teste
de Tukey. Para estabelecer as diferengas de incidéncia, a analise estatistica foi feita
através de Tabela de Contingéncia e Teste Exato de Fisher. Ja para a multiplicidade
de papilomas e carcinomas, foi realizado o Teste t Student. O nivel minimo de

significancia adotado foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Incidéncia e multiplicidade de papilomas e tumores de pele

O tratamento indutor de carcinoma de pele murino tem como caracteristica a
formacgao de multiplos papilomas que, regredindo ou nao, tornam-se lesées malignas
caracteristicas de carcinoma de pele. Dessa forma, a contagem de papilomas e
lesdes sugestivas de carcinomas é fundamental para a verificagdo da evolugéo do
processo desencadeado e para a avaliagado das possiveis diferencgas interlinhagens
quanto a sensibilidade a carcinogénese quimicamente induzida. Assim, apds o
término do tratamento com o DMBA, a observagcdo macroscoépica do aparecimento
de papilomas e/ou lesbes sugestivas de carcinomas e sua contagem foram
realizadas semanalmente até o periodo de 170 dias.

Logo apés o inicio do tratamento com o agente DMBA (48 horas), os animais
AIRmin"® e AIRmin®° demonstraram inicio de reacdo inflamatéria local, sendo esta
intensificada a cada dia de tratamento. Ao término do tratamento, cerca de 94% dos
animais AIRmin"? apresentavam a pele intensamente ferida, e 80% dos animais
AIRmIn>S apresentavam a pele ferida (Figura 6; Tabela 1). Entretanto, as feridas
melhoraram gradativamente passados 15 a 20 dias. Como representa a Figura 10,
os animais AIRmax®™® e AIRmax®® ndo demonstraram o mesmo comportamento,
sendo que os camundongos AIRmax~" ndo mostraram qualquer alteracao visivel em
suas peles, enquanto que os camundongos AIRmax>® exibiram leve alterac&o visivel
em suas peles, muito menos intensa que nos animais AIRmin de ambas as

sublinhagens.
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Aspecto da pele dos animais AIRmax"® (A), AIRmax®® (B), AIRmin®™? (C) e
AIRmIn®® (D).

Analise realizada 48 horas apds tratamento com DMBA.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Tabela 1 - Reagdes inflamatdrias na pele nas sublinhagens AIRmin"® e AIRmin®®.

2 dias 14 dias
Positivo/Total Incidéncia p Positivo/Total Incidéncia p
AIRmin™® | 28/32 87,5 % 30/32 93,75%
0,12 **0,0017
AIRmin>® | 20/29 68,97% 17/29 58,62%

Andlise realizada 2 dias e 14 dias apds o término do tratamento com DMBA. A analise

estatistica foi feita por tabela de contingéncia e teste exato de Fisher. “p<0,01. Dados
representativos de dois experimentos.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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A incidéncia de papilomas (Figura 7) ocorreu de maneira semelhante nos
animais AIRmin"® e AIRmin>°. Os valores foram de 18,8% na sublinhagem AIRmin"®
e de 20% entre os animais AIRmin®>® no periodo de 30 dias ap6s o término do
tratamento, periodo no qual os valores de incidéncia foram os maiores. Apds esse
periodo, a incidéncia diminuiu gradativamente até ser nula (Figura 8). Quanto a
multiplicidade dos papilomas, as duas sublinhagens também demonstraram
comportamento semelhante, atingindo os valores médios de 0,4 nos animais
AIRmin"® e 0,46 nos animais AIRmIn>®, também no periodo de 30 dias apds o

tratamento (Figura 9).

Figura 7 - Imagens representativas dos papilomas (setas) na pele dos animais AIRmin"® (A)
e AIRmin®® (B), 40 dias apds tratamento com DMBA.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Figura 8 - Incidéncia de papiloma na pele dos animais AIRmax e AIRmin homozigotos para
os alelos R e S do gene Sicllal tratados com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax®™®; n=16 para AIRmax®%; n=16 para AIRmin®®; n=15 para AIRmin®%).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para papilomas na observagao
macroscopica. A analise estatistica foi feita por tabela de contingéncia e teste exato de
Fisher. "p<0,01. Dados representativos de dois experimentos.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Figura 9 - Multiplicidade de papilomas na pele dos animais das quatro sublinhagens
tratados com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax®™®; n=16 para AIRmax®%; n=16 para AIRmin®®; n=15 para AIRmin®%).
Resultados expressos pela média de papilomas em cada grupo e em cada periodo de
observacdo. A andlise estatistica foi feita por Teste T e teste ndo paramétrico. ~ p<0,01.
Dados representativos de dois experimentos.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

A regressao dos papilomas é compativel com o aparecimento de possiveis
carcinomas de pele. O aparecimento das lesbes sugestivas de malignidade ocorreu
nas mesmas linhagens que apresentaram papilomas a partir do periodo de 60 dias
apods o tratamento, periodo no qual os animais demonstraram regressao importante
do numero de papilomas (Figura 10). A incidéncia de lesbes sugestivas de
carcinomas (Figura 11) de pele chegou aos valores maximos de 7% nos animais
AIRmIn®R no periodo de 150 dias e de 13% nos animais AIRmin>° no periodo de 120
dias, sendo que este ultimo valor decresceu devido a morte de um animal que
apresentava lesdo sugestiva de carcinoma.

Os animais das sublinhagens AIRmax™® e AIRmax®® ndo apresentaram
papilomas e lesdes sugestivas de carcinomas de pele, chegando até o final do
periodo de observagdo com a pele macroscopicamente integra, conforme mostrado
nas Figuras 12 e 15. As lesbes foram submetidas posteriormente a confirmagao

histologica.
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Figura 10 - Incidéncia de lesdes sugestivas de carcinomas na pele dos animais das
sublinhagens tratados com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax™; n=16 para AIRmax®®; n=16 para AIRmin™%; n=15 para AIRmin®®).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para carcinomas na
observagao macroscopica. A analise estatistica foi feita por tabela de contingéncia e teste
exato de Fisher. “p<0,01. Dados representativos de dois experimentos.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Figura 11 - Imagens representativas de tumores (setas) na pele dos animais AIRmin"® (A),
AIRmin®® (B).

Andlise realizada 100 dias ap6s a aplicagao epicutanea por 5 dias consecutivos do agente
DMBA diluido em acetona.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.2 Incidéncia de tumores em 6rgaos internos

A anadlise da incidéncia de tumores em dérgéos internos foi realizada para
evidenciar as diferengas na sensibilidade a carcinogénese entre as sublinhagens
AIRmax"R, AIRmax>S, AIRmin®R, AIRmin®®. A principio esta andlise visava a analise
de metastases dos carcinomas de pele. Entretanto, como o processo desencadeado
€ sistémico, foi realizada uma analise quanto a presenga ou auséncia de tumores
em Orgaos internos, com posterior caracterizagdo histolégica. Para a realizagéo
desta analise, os animais foram sacrificados ap6s 170 dias do término da inducéo da
carcinogénese com o agente DMBA, e foi feita a analise macroscépica dos rins,
pulmbes e figado.

Foi possivel observar que 100% dos animais AIRmax>® apresentaram
tumores em algum 6rgéo interno (Figura 12), sendo os pulmdes acometidos em
todos os animais desta sublinhagem (Figura 13). A diferenga na incidéncia nos
pulmdes entre os animais AIRmax>® foi altamente significativa quando comparados

a todas as outras sublinhagens. O acometimento dos outros dois 6rgados ocorreu,
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porém em um numero pequeno de animais, atingindo por volta de 6% dos animais
nos rins (Figura 14) e 33% dos animais no figado (Figura 15), sendo que no figado
a diferenca entre estes e os animais AIRmax"® foi significativa.

Os animais AIRmin"® e AIRmin®> mostraram semelhante incidéncia de
tumores em 6&rgdos internos, sendo esta de aproximadamente 58% e 57%,
respectivamente (Figura 12). Em ambos o acometimento principal foi nos pulmdes,
sendo presente em 28% dos animais AIRmin®® com lesées e em 38% dos animais
AIRmin®®> com lesdes (Figura 13) e ambas as incidéncias diferiram
significativamente dos animais AIRmax~". N&o foi observada alteracdo hepatica nos
animais AIRmMin®R, porém nos animais AIRmIn®° esta atingiu um valor de 25%
(Figura 15). Nos rins, a incidéncia de tumores foi observada em cerca de 71% dos
animais AIRmin"" e 87% dos animais AIRmin®® (Figura 14).

Os animais AIRmax"® ndo mostraram sensibilidade significativa ao
tratamento, ja que somente um animal desta sublinhagem apresentou alteragao
pulmonar (Figura 12). Alteragdes nos outros 6rgdos ndo foram observadas nesta
sublinhagem (Figuras 14 e 15). As lesdes sugestivas de malignidade foram

submetidas a posterior confirmacgao histolégica.
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Figura 12 - Incidéncia de tumores em o&rgdos internos nos animais AIRmax e AIRmin
homozigotos para os alelos R e S do gene Slcllal tratados com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax™; n=15 para AIRmax®%; n=12 para AIRmin®®; n=14 para AIRmin®%).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para alteracoes
macroscopicas. A analise estatistica foi feita por tabela de contingéncia e teste exato de
Fisher. "p<0,01. Dados representativos de dois experimentos.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

Figura 13 - Incidéncia de tumores de pulmdes em cada sublinhagem tratada com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax™; n=15 para AIRmax®%; n=12 para AIRmin"?; n=14 para AIRmin®®).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para alteragdes macroscépicas
nos pulmdes dentre os animais com céncer. Andlise estatistica foi feita por tabela de
contingéncia e teste exato de Fisher. **p<0,01.Dados representativos de dois experimentos.
Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Figura 14 - Incidéncia de tumores nos rins de cada sublinhagem tratada com DMBA.
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Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax™; n=15 para AIRmax®%; n=12 para AIRmin®®; n=14 para AIRmin®%).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para alteragdes macroscépicas
nos rins dentre os animais com cancer. Analise estatistica foi feita por tabela de
contingéncia e teste exato de Fisher. **p<0,01. Dados representativos de dois experimentos.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Figura 15 - Incidéncia de tumores no figado em cada sublinhagem tratada com DMBA.

Figado
40-
x AIRmaxR
T a0 N AlRmax®s
= AIRmin®®
1)
g I AIRmMin®®
S 204
2
Q
[ =
= 104
0_

Foram utilizados animais controles (n=4, para cada sublinhagem) e experimentais (n=17
para AIRmax™; n=15 para AIRmax®%; n=12 para AIRmin®®; n=14 para AIRmin®%).
Resultados expressos em porcentagem de animais positivos para altera¢cdes macroscoépicas
no figado dentre os animais com cancer. Analise estatistica foi feita por tabela de
contingéncia e teste exato de Fisher. *p<0,05.. Dados representativos de dois experimentos.
Fonte: Perlati-Santos (2012).
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4.3 Analise histolégica da pele e 6rgaos internos

Esta analise teve como objetivo uma caracterizagédo de alteragbes causadas
pelo tratamento com o agente DMBA na pele dos animais das diferentes
sublinhagens. A deteccédo de diferengas na estrutura histolégica entre os animais,
assim como os tipos celulares envolvidos na reagdo ao agente em questao é de
extrema importdncia para a compreensido das possiveis diferengas no
comportamento dos animais frente ao processo de carcinogénese. Para isso, os
animais foram tratados de duas formas diferentes: primeiramente, um grupo recebeu
uma dose do DMBA, e 24 horas depois, a pele ja foi coletada para analise
histologica, na tentativa de caracterizar a inflamag&o bem no seu inicio. Outro grupo
de animais foi entdo tratado conforme o protocolo padréo, por 5 dias consecutivos
com DMBA e apés 48 horas e 30 dias do término deste tratamento, amostras de
pele dos animais foram coletadas e processadas. A coloragao foi feita por HE.

No grupo que recebeu somente uma dose de DMBA, a pele n&do demonstrou
alteracdes dignas de nota entre os animais tratados e seus controles. Também né&o
houve diferenca significativa quando as quatro sublinhagens foram comparadas
entre si (Figura 16).

No grupo que recebeu o tratamento padrdo, de 5 doses consecutivas de
DMBA, os animais da sublinhagem AIRmax"® ndo apresentaram alteragdes na pele
em nenhum dos periodos analisados. A organizagao histolégica se manteve normal,

com camada de queratina de espessura normal (Figura 17A).
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Figura 16 - Cortes histolégicos de pele das sublinhagens AIRmax™?, AIRmax>®, AIRmin®® e
AIRmIn®S.
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Analise apds o tratamento apenas com acetona (C) ou com apenas uma dose de DMBA
(T).Coloragao por HE, aumento de 10X.
Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Figura 17A - Cortes histolégicos de pele dos grupos Controle (C), 48 horas (48h) e 30 dias
(30d).

Andlise apos o tratamento com DMBA representativos da sublinhagem
AIRmax"R.Coloracéo por HE, aumento de 10X.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Nos animais AIRmax>° foi possivel observar uma pele sem alteragdes
dignas de nota, porém mais delicada ja nos animais do grupo controle e a camada
de queratina mais espessa. No periodo de 48 horas apos o término do tratamento,
estes mesmos animais demonstraram uma quantidade grande de adipdcitos e a
presenca de papilas dérmicas com represamento de queratina que podem ser
caracteristicas de carcinomas, porém nao sdo patognoménicas. As ceélulas
circundantes destas regides n&o demonstraram mitoses, inferindo que estas
formagdes nado sao neoplasicas. A epiderme demonstrou hiperqueratose. No periodo
de 30 dias ap6s o término do tratamento, as laminas mostraram que os foliculos
pilosos comegaram a invadir a regido de adipécitos, podendo representar
proliferagdo ou desorganizacdo do tecido. Estes se apresentaram com aspecto
normal de foliculo piloso com glandula anexa. A espessura da derme foi muito

reduzida, e as papilas dérmicas néo estao mais presentes (Figura 17B).
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Figura 17B - Cortes histolégicos de pele dos grupos Controle (C), 48 horas (48h) e 30 dias
(30d).

 pigme—

Anéalise apds o tratamento com DMBA representativos da sublinhagem AIRmax®®.Coloragéo
por HE, aumento de 10X. As setas indicam papilas dérmicas.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

A sublinhagem AIRmin"® possui aparentemente celularidade maior na
derme nos animais controle, com camada maior de fibroblastos, porém
aparentemente normal. Entretanto, as laminas do periodo de 48 horas mostraram
formagdes circulares com acumulo de melanina em seu interior com células
glandulares ao redor, podendo representar formacéo pré-neoplasica na epiderme.
Os animais ndo apresentaram infiltrado celular de fase aguda, mostrando apenas
infiltrado de macréfagos e linfocitos, porém ndo muito abundante e de dificil
identificacdo. Esse infiltrado de caracteristica mais crénica péde ser caracterizado
por um processo de dermatite mononuclear. Além disso, os animais apresentaram
uma aparente alteragdo na arquitetura, com células em diversos estagios de divisao
e pélos e anexos em proliferagdo. Isto € mais um sinal indicativo de leséo pré-
neoplasica. No periodo de 30 dias apds o tratamento, os animais apresentaram
edema na derme, com dissociagdo da matriz devido a presenga de liquido. Foi
identificado intenso processo inflamatorio e regido de hiperplasia de células
epidermais (resolugao). Apresentaram também melhora em relagdo as formacgdes

circulares com acumulo de melanina, porém estas néo se extinguiram (Figura 17C).
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Figura 17C - Cortes histolégicos de pele dos grupos Controle (C), 48 horas (48h) e 30 dias
(30d).
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Andlise apos o tratamento com DMBA representativos da sublinhagem AIRmin"®.Coloracéo
por HE, aumento de 10X. As setas apontam formacgdes circulares com acumulo de melanina
em seu interior com células glandulares ao redor. A regido em destaque foi fotografada no
aumento de 20X.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

As laminas histolégicas da sublinhagem AIRmin®® mostraram-se sem
alteragdes nos animais controle. No periodo de 48 horas pds-tratamento, grande
inflamacdo pbde ser observada, inclusive leucocitos aderentes no endotélio
vascular. Este infiltrado celular foi constituido principalmente de macrofagos.
Linfécitos e neutrdfilos ndo foram identificados. Aos 30 dias apds o tratamento, a
pele dos animais mostrou células em diversos estagios de divisdo, alteragao
altamente indicativa de lesdo neoplasica maligna. Além disso, houve também

diminuicdo de anexos da pele (Figura 17D).



64

Figura 17D - Cortes histologicos de pele dos grupos Controle (C), 48 horas (48h) e 30 dias
(30d).

Analise apds o tratamento com DMBA representativos da sublinhagem AIRmin®°.Coloragéo
por HE, aumento de 10X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de 20X.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

As lesBes neoplasicas benignas denominadas papilomas mostraram, em
analise microscopica, trecho da epiderme com hiperplasia papiliforme com
hiperqueratose ortoqueratética adjacente a epiderme regular. Na derme, foi possivel
em alguns momentos evidenciar moderado infiltrado inflamatério de mastécitos, ora
em derme mais superficial, ora mais profundamente. Também foram encontradas

células mononucleadas e alguns melanofagos (Figura 18).
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Figura 18 - Corte histolégico de papiloma de um animal AIRmin®°.

Coloragao por HE, aumento de 5X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de
20X.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

A confirmacgao histologica das lesdes sugestivas de malignidade foi realizada
nos pulmoes, rins, figado e bago. Nos bagos as lesdes analisadas nao foram
caracteristicas de malignidade, mostrando apenas hiperplasia em polpa branca,
megacaridcitos intersticiais e alguns focos de macréfagos com hemossiderina em
algumas laminas (Figura 19). Entretanto, nos pulmdes foi possivel observar areas
nodulares coalescentes de proliferacdo de célula redonda, evidenciando
pleomorfismo celular e nuclear discretos, citoplasma escasso e acidoéfilo, nucleo
redondo e hipercromatico e atividade mitética atipica discreta. Entre os nddulos, foi
possivel observar infiltrado inflamatério eosinofilico. Estas células redondas em
proliferacdo sdo condizentes com neoplasia maligna de célula redonda, ou seja,
linfoma. Dessa forma, as lesdes pulmonares analisadas histolgicamente sugerem

metastase de linfoma (Figura 20).
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Figura 19 - Corte histolégico de bago de um animal AIRmin®S.

Coloragéo por HE, aumento de 10X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de
20X e enfatiza os macréfagos com hemossiderina (setas).
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Figura 20 - Corte histolégico de pulmao com nddulos tumorais coalescentes de um animal
AIRmax®®.

Coloragéo por HE, aumento de 5X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de
20X e enfatiza as células redondas.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Nos rins, foi possivel observar infiltrado inflamatério, hiperplasia tubular e
agrupamentos de células mononucleadas de caracteristica linféide e

hipercromaticas, representando possivel infiltragao de linfoma. (Figura 21).
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Figura 21 - Corte histolégico de rim de um animal AIRmin™®,.

Coloragéo por HE, aumento de 5X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de
20X e enfatiza o infiltrado inflamatério (setas).
Fonte: Perlati-Santos (2012).

No figado dos animais acometidos com lesbes, foi possivel observar
congestéo, leucocitose sinusoidal, hepatdcitos em atividade mitdtica e algumas
células mononucleadas de caracteristica linfoide e hipercromaticas, que

representam também possivel infiltragdo de linfoma (Figura 22).

Figura 22 - Corte histoldgico de figado de um animal AIRmax®S.

Coloragao por HE, aumento de 5X. A regido em destaque foi fotografada no aumento de
20X e enfatiza o infiltrado inflamatério (setas).
Fonte: Perlati-Santos (2012).



68

4.4 Anadlise de polimorfismo no gene Ahr

Durante o processo de selegdo para a obtengcdo das quatro sublinhagens
homozigotas para os alelos R ou S do gene Slcllal, ndo era possivel afirmar que
0s animais ficaram em homozigose para os alelos do gene Ahr. Era de se esperar
que os animais AIRmax"® e AIRmax®® tivessem, em sua maioria, o alelo Ahr® em
homozigose, j& que animais AIRmax o possuiam. Dos animais AIRmin"" e
AIRmIn®S, esperavamos que tivessem majoritariamente o alelo Ahr"™* em
homozigose, como os animais AIRmin. Dessa forma, para podermos correlacionar
os resultados também com as possiveis diferencas quanto aos alelos do Ahr
portados, realizamos a analise de polimorfismos neste gene. Assim, foi possivel
evidenciar que todos os animais AIRmax de ambas as sublinhagens, R e S, estédo
fixados em homozigose quanto ao alelo Ahr® (Figura 23), confirmando que estes
animais possuem o receptor de baixa afinidade aos HPAs.

Todos os animais AIRmin"® mostraram que estdo em homozigose para o
alelo Ahr™, o que confere a estes animais o receptor de alta afinidade aos HPAs
(Figura 23). Entretanto, a sublinhagem AIRmin®® ndo esta fixada em homozigose.
Dos oito animais analisados, trés foram homozigotos para o alelo Ahrd, um animal foi
homozigoto para o alelo Ahr"™, e os outros quatro animais demonstraram

heterozigose, portando um alelo Ahr®* e um alelo Ahr? (Figura 23).
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Figura 23 — Imagem representativa do gel de agarose para analise do polimorfismo
no gene Ahr.

AlRma®™® AlRmax®

AlRminff AIRmin®™

A imagem foi obtida através do aparelho Pharmacia Biotech — Image Master VDS.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.5 Anadlise da expressao génica através de reagoes de qPCR

Para investigacao do papel de algumas citocinas importantes no processo
inflamatorio e carcinogénico, foi realizada a analise da expressao génica dos genes
responsaveis pela producdo destas citocinas e a avaliacdo de diferencas de
expressao entre as linhagens. Esta analise foi realizada com amostras de pele e
baco coletadas nos periodos de 48 horas e 30 dias ap6s o término do tratamento
com DMBA.

Os genes de escolha foram Tnfa, 116, Tgfb, ll1b, Cxcl2, Ccl2, Saa3, 110, Il4,
lI1a e Ifng. Foram testados também os genes Cd4 e Cd8 na pele, e Foxp3, 116, Tnfa,
Ccl2 e Cxcl2 no bago. As amostras foram normalizadas através da subtracdo do

valor do gene (ACt) constitutivo Ciclofilina e calibradas através da subtracdo do ACt
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dos animais AIRmin>S controle, que respresentaram o calibrador comum, e os

resultados finais foram expressos através da férmula 224!,

4.5.1 Expressao génica para Tnfa

Todos os animais mostraram uma expressao basal de Tnfa e em ambos os
periodos de 48 horas e 30 dias. Entretanto, nos animais AIRmin"® tratados com
DMBA foi possivel observar que o nivel de mRNA 48 horas apds a conclusdo do
tratamento foi muito maior quando comparado as outras sublinhagens e ao seu
controle. Em relagdo ao seu controle, a expressao de Tnfa nestes animais foi 13
vezes maior, mostrando diferenga altamente significativa (Figura 24). Os animais
AIRmMIn®® mostraram expressdo 4 vezes maior deste gene em relacdo aos seus
controles, porém esta diferenga nao foi estatisticamente significativa. Aos 30 dias, os
animais de maneira geral tiveram maior expressao deste gene, porém nao houve

diferenca significativa entre eles.

Figura 24 - Expresséao relativa do gene Tnfa.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apds o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em media + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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Nao foi observada diferenca significativa entre os animais no bago em ambos

os periodos de 48 horas e 30 dias ap6s o tratamento.

4.5.2 Expressao génica parall6

Como é possivel observar na Figura 25, os animais AIRmin"} tratados
tiveram expressdo do gene 16 mais elevada quando comparados aos animais
controle da mesma linhagem, sendo esta expresséo 9 vezes maior. Os animais
AIRmIn>® também mostraram uma alta expressdo para este gene, também com
valor préximo de 9 vezes maior que os animais controle. Os animais AIRmax de
ambas as sublinhagens n&o mostraram diferengas significativas na expressao do
gene 116, assim como nao foram detectadas diferengas na expressao deste gene no

baco dos animais no periodo de 48 horas.

Figura 25 - Expresséo relativa do gene 116.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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4.5.3 Expresséo génica paralllb

Quando o gene avaliado foi o Il1b, a pele dos animais AIRmin"® 48 horas
apos o tratamento demonstrou 0 mesmo padrao descrito anteriormente, ja que estes
animais tiveram expressdo do gene em questao 9 vezes maior que seus controles
(Figura 26). Quanto as outras sublinhagens, ndo foram observadas diferencas

importantes na expressao do gene Il1b.

Figura 26 - Expresséao relativa do gene Il1b.

I1b
20+
AIRmax®®
HE A|Rmax>s
% AIRmMinRR
Hl A|RminSS

**

10+

Expressao Relativa

c C cC C

48h 48h 48h 48h

Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.
Fonte: Perlati-Santos (2012).

Quando o ¢rgdo avaliado foi o bago, nenhuma das sublinhagens
demonstrou diferenga significativa na expressdo no periodo de 48 horas apds o

término do tratamento.
4.5.4 Expressao génica para Cxcl2
A expressao para o gene Cxcl2 foi um dos resultados mais interessantes.

A expressdo na pele no periodo de 48 horas apdés o término do tratamento foi

altamente significativa nos animais AIRmin®® e AIRmin®°, chegando a ser mais de
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215 vezes maior que seus controles no primeiro grupo, e 72 vezes maior que seus
controles no segundo grupo (Figura 27). As outras sublinhagens ndo demonstraram
diferencas significativas. No periodo de 30 dias apd6s o término do tratamento,

tampouco foram observadas diferengas entre as sublinhagens.

Figura 27 - Expressao relativa do gene Cxcl2.

Cxcl2

1000~
© *% AlIRmaxRR
% 260, § N A|Rmax®s
E AIRmMinRR
o B AIRmin®®
S 500+
(7))
[<})
S
u’j 250

*%*
0 Bl

C C C C 48h 48h 48h 48h

Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em media + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

Entretanto, quando a expresséo foi avaliada no bago dos animais, no
periodo de 48 horas apos o tratamento, quem mais expressou este gene foram os
animais da sublinhagem AIRmin®®, mostrando uma expressdo quase 325 vezes
maior que seus controles (Figura 28). Por sua vez, os animais AIRmin"® apesar de
terem expressao 32 vezes maior que seus controles, ndo mostraram significancia

quanto a esta observagao, nem os animais das outras sublinhagens.
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Figura 28 - Expresséo relativa do gene Cxcl2.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido do baco dos animais 48 horas apds o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em media + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

A observagao realizada no bago no periodo de 30 dias diferiu das
analises anteriores. Neste periodo, quem demonstrou a maior expressao foi o grupo
tratado dos animais AIRmax>°, que expressaram 3 vezes mais o gene Cxcl2 que
seus animais controle (Figura 29). Os outros animais nao tiveram diferencas

significativas na expressao de Cxcl2 no bago neste periodo.
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Figura 29 - Expresséo relativa do gene Cxcl2.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido do bagco dos animais 30 dias apds o tratamento
com o DMBA (30d) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em media + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,01.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.5.5 Expressao génica para Ccl2

Tratando-se da expressao de Ccl2, no periodo de 48 horas, a
sublinhagem AIRmIn®° foi a de maior expressdo na pele, sendo que os animais
tratados o expressaram 12 vezes mais que os seus controles (Figura 30). Os outros
animais nao mostraram diferenga significativa na expressdo nem interlinhagem, nem
entre controles e experimentais da mesma linhagem. A analise aos 30 dias apos o
tratamento também n&o mostrou diferencas significativas na expressdo do gene

Ccl2 na pele entre nenhuma sublinhagem e controles e experimentais.
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Figura 30 - Expresséo relativa do gene Ccl2.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

No bago, a diferenga na expressao do gene Ccl2 no periodo de 48 horas
foi altamente significativa entre animais controles e experimentais da sublinhagem
AIRmax®®, diferenca esta que foi de aproximadamente 30 vezes (Figura 31).
Quando o periodo em analise foi o de 30 dias, os animais ndo demonstraram

diferengas importantes na expressao deste gene no baco.
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Figura 31 - Expresséo relativa do gene Ccl2.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido do bago dos animais 48 horas apo6s o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.5.6 Expressao génica para Cxcr2

A analise da expressao génica do Cxcr2 no bago dos animais nao
apresentou diferengas significativas em nenhuma sublinhagem. Entretanto, quando
comparados aos seus controles, os animais AIRmax"" tiveram expressdo 6 vezes
maior deste gene na pele, enquanto que a expressao foi 10 vezes maior nos animais
AIRmIn"® e 7 vezes maior nos camundongos AIRmin®°. Os camundongos AIRmax>®
ndo mostraram diferenca significativa na pele quando comparados aos seus

controles (Figura 32).
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Figura 32 - Expresséo relativa do gene Cxcr2.
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Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001; *p<0,05.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.5.7 Expressao génica para Cyplal

Quando o gene em questdo foi o Cyplal, ocorreu uma diferenca
significativa na expressdo deste na pele dos animais AIRmax>°, porém o que
ocorreu neste caso foi a menor expressdao do Cyplal nos animais tratados em
relacdo aos animais controle (Figura 33). Nas demais sublinhagens, nao foi

observada diferenca significativa, nem na pele e nem no bago destes animais.
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Figura 33 - Expresséo relativa do gene Cyplal
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Analise realizada a partir do cDNA obtido da pele dos animais 48 horas apés o tratamento
com o DMBA (48h) e animais nao tratados (C). Foram utilizados animais controle (n=4) e
tratados (n=4), sendo 2 machos e 2 fémeas em cada grupo. Os resultados foram expressos
em media + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. *p<0,05.

Fonte: Perlati-Santos (2012).

4.5.8 Expresséo génica para os demais genes avaliados

Os genes Saa3, 1110, 114, ll1la e Ifng, Cd4 e Cd8 na pele e Foxp3, 16 e

Tnfa no bago nao foram diferentemente expressos entre os animais.

4.6 Quantificagao de citocinas séricas

Foram analisadas as citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a, TGF-B, a
quimiocina MIP-2 (CXCL-2) e o fator hematopoiético GM-CSF pelo método Bioplex
no soro dos animais controles e tratados com DMBA. Os animais AIRmin"® tratados
apresentaram menor concentracdo de IL-10 no soro em relacdo aos seus controles
(Figura 27). Nao houve diferengas significativas para qualquer outra citocina

analisada no soro por este método.
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Figura 34 - Concentragéo sérica de IL-10 em pg/mL.
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Analise realizada 48 horas apés o tratamento com o DMBA (48h) e animais nao tratados
(C). Foram utilizados animais controle (n=3) e tratados (n=4), sendo 2 machos e 1 fémea no
grupo controle e 2 machos e 2 fémeas nos animais tratados. Os resultados foram expressos

em média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de
Tukey. **p<0,001.

Fonte: Perlati-Santos (2012).
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5 DISCUSSAO

Estudos experimentais e epidemioldgicos trouxeram grandes evidéncias de
que infeccdes persistentes e inflamacéo crénica sdo condi¢gdes que predispdem a
carcinogénese (ALLAVENA et al.,, 2011; COUSSENS; WERB, 2002). Mesmo
tumores nao relacionados a inflamagdo sao caracterizados pela presenga de
leucécitos reativos e expressdao de um grande numero de mediadores inflamatorios,
como citocinas, quimiocinas e enzimas. Embora seja claro que somente a
proliferagcdo celular ndo seja capaz de causar cancer, a proliferagdo celular
sustentada num ambiente rico em células inflamatdrias, fatores de crescimento,
estroma ativado e agentes promotores de danos no DNA certamente potencializam
0 risco neoplasico. A inflamagdo afeta muitos aspectos de malignidade e em
particular sustenta a sobrevivéncia da célula tumoral, sua proliferacdo e sua
propagacao para locais distantes (ALLAVENA et al., 2011; COUSSENS; WERB,
2002).

Os animais das linhagens geneticamente modificadas para alta (AIRmax) e
baixa (AIRmin) resposta inflamatéria aguda demonstraram o papel do controle
genético de tal resposta na suscetibilidade ou resisténcia ndo s6 a tumores, mas
também a infecgdes, autoimunidade e alergia (ARAUJO et al., 1998; BIOZZI et al.,
1998; MARIA et al., 2001, 2003; RIBEIRO et al., 2005). Mais que isso, sabe-se que
estes animais possuem desequilibrio de frequéncia dos alelos R e S do gene
Slcllal, os quais interagem com os loci reguladores de alta e baixa inflamagao
aguda, modulando diferentemente a sensibilidade as patologias citadas.

Assim, neste trabalho foi utilizado um protocolo de carcinogénese de pele
quimicamente induzida aplicado nas sublinhagens dos animais AIRmax e AIRmin.
Tal protocolo utilizou um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA), o DMBA, que
necessita de ativagcdo metabdlica pelo citocromo P450 em conjunto com a enzima
microssomal epoxido hidrolase (mEH) para comportar-se como carcinégeno efetivo
(BUTERS, 2003). O carcindbgeno foi aplicado epicutaneamente no dorso
previamente depilado dos animais por cinco dias consecutivos, seguindo o modelo
completo de carcinogénese. Este modelo leva mais rapidamente a uma maior
propor¢do de carcinomas que o modelo com dois estagios para indugao (DMBA e
TPA) e a um menor numero de papilomas, que sdo neoplasmas benignos, na pele

dos animais (LI et al., 2002; SLAGA, 1983). Em nosso estudo, o tratamento com
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DMBA desencadeou uma incidéncia altamente significativa de cancer em 6érgéaos
internos nos animais AIRmax®®, atingindo o valor de 100% (Figura 12).

A linhagem AIRmax possui melhor controle da resposta inflamatoria,
caracteristica que contribui para a resisténcia a carcinogénese, enquanto que
animais AIRmin apesar de possuirem resposta inflamatéria menos intensa, nao sao
capazes de controla-la. O interessante é que os animais AIRmax®° também nao
possuem boa capacidade de controle da resposta inflamatéria quando comparados
aos AIRmax"® e tendem a cronificar uma forte inflamagado. Na Figura 29, é possivel
observar que ainda aos 30 dias, os animais AIRmax>° tem alta express&o do gene
da Cxcl2, ndo acompanhada por alta expressédo de seu receptor. Ja na Figura 32,
os animais AIRmax"" mostram alta expressdo do gene do resceptor desta
quimiocina, o Cxcr2 logo as 48 horas, favorecendo uma mais rapida sinalizagao e
posterior controle dos seus efeitos.

Esta menor capacidade de controle da resposta foi evidenciada anteriormente
quando os animais foram submetidos a analise da diferenga em sua capacidade de
reparo tecidual. Animais AIRmax>° foram capazes de reparar a perfuracdo em suas
orelhas completamente, visto que a condi¢cdo inflamatdria crénica é favoravel ao
reparo tecidual (CANHAMERO et al., 2010; DE FRANCO et al., 2007). Além disso, o
perfil dos niveis de MPO, componente de medida indireta da presenga de neutrdfilos
ativados, no local da perfuragdo também evidenciou essa condicdo. Os niveis de
MPO dos animais AIRmax®®, quando comparados aos AIRmax"®, aumentam mais
lentamente e também demoram mais para sofrer regulacdo negativa (CANHAMERO
et al., 2010).

Mais que isso, um estudo sobre a artrite induzida por pristane realizado com
os animais das sublinhagens comprovou essa caracteristica dos animais AIRmax>°.
A relacao de células secretoras de IL-4 com as secretoras de IFNy (IL-4/IFNy), foi
dobrada nos camundongos AIRmax®>® quando comparados aos AIRmax<R,
sugerindo uma ativacdo Th2 preferencial, relacionada a inflamagdo crénica
(PETERS et al., 2007). Estudos com infec¢ao por Salmonella enterica sugeriram que
a resisténcia de animais portadores do alelo R do gene Sicllal é devido a produgéao
aumentada de IFNy e IL-12 pelos macréfagos (LALMANACH et al., 2001), enquanto
que em outro trabalho a vacinagdo contra Salmonella mostrou um favorecimento

para o producédo de IL-4 (SOO et al., 1998). Posteriormente, o alelo S foi relacionado
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com a polarizagao Th2 da resposta durante a infecgao por Salmonella (CARON et
al., 2006).

E interessante observar que ocorre influéncia pelo alelo portado (R ou S)
somente quando o fundo genético é dos animais AIRmax, visto que nao ha diferenga
significativa na suscetibilidade a carcinogénese entre animais AIRmin"? e AIRmin®S.
Isto mostra que a inflamagao intensa, porém mais rapidamente controlada, padrao
nos animais AIRmax~R, tem papel importante na progressdo da doenca.

Outro fator que pode ser determinante na suscetibilidade dos animais
AIRmax>® pode ser a resposta imune contra células tumorais debilitada devido ao
alelo S do gene Sicllal que esta sublinhagem carrega. O gene Slcllal possui
papel fundamental no burst oxidativo e produgao de citocinas, podendo fazer com
que os macrofagos e polimorfonucleares destes animais desempenhem sua fungéo
de maneira deficiente. Isto poderia justificar em parte o desenvolvimento de
carcinoma em 6rgdos internos nestes animais, e ndo nos animais AIRmax"".
Fritsche e colaboradores mostraram que macréfagos que possuem o alelo S do
gene Slcllal, denominados RAW-21, apresentaram elevados niveis de RNAm e da
prépria proteina IL-10. Isto torna estes macréfagos funcionalmente débeis ao reagir
a infecgdo por S. typhimurium, ja que a alta produgao de IL-10 por estas células
diminui a atividade de mecanismos microbicidas efetores, como formacdo de NO ou
TNF-q, ja conhecidos por serem inibidos pela IL-10 (FRITSCHE et al., 2008).

Ainda nesse contexto da resposta imune tumoral, além de o DMBA possuir
um efeito carcinogénico, possui também efeito tdxico sobre células da medula e
outros 6rgaos hematopoiéticos. No tratamento dos animais com uma dose de DMBA
ja é possivel observar a redugéo drastica no numero de células mieldides e linféides
na medula éssea de camundongos C57BL/6J (GALVAN et al., 2006). Animais
AIRmax sao resistentes a acao toxica do DMBA na medula 6ssea (KATZ, 2007).
Entretanto, quando a linhagem AIRmax é selecionada para os alelos R e S, n&o é
possivel afirma-lo, visto que os animais AIRmax>°® s&o suscetiveis ao tratamento e
existe grande possibilidade de que essa suscetibilidade também tenha relagdo com
a diminuicao de precursores linféides e mieldides na medula éssea.

O CYP1A1, membro importante da familia dos citocromos P450, é um
citocromo preferencialmente induzido quando ha ativagdo do AHR. (SHIMADA et al.,
2002). Foi observada supresséo significativa deste gene na pele dos animais

AIRmax®° apds 48 horas do término do tratamento com DMBA (Figura 33). Isto
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pode ter relacdo com a alta expressdo do gene Ccl2 no bago desses animais
(Figura 31), que por nao ser o 6rgao alvo da aplicacao do DMBA, representa a agao
sistémica do tratamento e, consequentemente, o possivel aumento desta quimiocina
também em outros tecidos. A alta expressao de Ccl2 pode aumentar a produgao de
citocinas pré-inflamatérias, e estas possuem a capacidade de regular negativamente
o gene Cyplal(MANDREKAR et al., 2011; PATON; RENTON, 1998).

A regulagcdo negativa deste gene deveria diminuir a agdo téxica do DMBA,
porém Galvan e colaboradores mostraram que a indugéo ou inibicdo deste gene em
diferentes 6rgdos nao altera a sua atividade imunossupressora na medula éssea
(GALVAN et al., 2005). Dessa forma, sua inibicdo na pele nZo altera
necessariamente sua acgao toéxica imunossupressora na medula 6ssea, prejudicial no
combate a tumores.

Quando submetidos a este protocolo, os animais AIRmin®® e AIRmin®®
apresentaram intensa inflamagcao na pele (Figura 6), o que é amplamente
correlacionado com a promogdo de carcinomas ja que ocorre a indugdo de
proliferacdo celular, recrutamento de células inflamatérias e aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio. O comportamento dessas linhagens frente ao
nosso protocolo foi diferente do comportamento observado na resposta ao Biogel, ja
que quando o estimulo utilizado era este ultimo, os animais AIRmax apresentavam
maior inflamacgéo. Isto pode ser devido a diferenga no alelo do gene Ahr que essas
linhagens carregam: os animais AIRmax possuem, em sua maioria, os alelos Ahr?,
que codificam o receptor de baixa afinidade aos HPAs, conferindo resisténcia a acéao
destas substancias; ja os animais AIRmin possuem, em sua maioria, os alelos
Ahr!, que codificam o receptor de alta afinidade aos HPAs, tornando-os sujeitos a
uma resposta mais intensa ao agente DMBA (DE SOUZA et al., 2009).

Entretanto, quando realizamos a analise do polimorfismo do gene Ahr nos
camundongos das sublinhagens, este padrdo ndo foi observado nos animais da
sublinhagem AIRmin®%, que mostraram individuos em homozigose para o alelo Ahr?,
em homozigose para o alelo Ahr”* e também individuos em heterozigose (Figura
23). Este resultado é compativel com as diferencas existentes entre animais
AIRmin"® e AIRmin®® quanto a incidéncia de papilomas, multiplicidade e quanto a
incidéncia de tumores de pele (Figuras 8-10). As diferengas nao foram significativas,
mesmo porque os animais da sublinhagem AIRmIn>° ndo sdo homogéneos quanto

ao gene , mas existem. Entretanto esta diferenca fica mais clara quando analisamos
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a reacao inflamatdria na pele ap6és o tratamento. Os camundongos AIRmin®® tiveram
significativamente menos animais com reacao inflamatéria intensa na pele (Figura 6;
Tabela 1), e a severidade das feridas formadas também foi menor. Sabendo que
existe essa heterogeneidade neste grupo quanto aos alelos do Ahr, podemos
justificar a resisténcia e a maior sensibilidade em diferentes animais da mesma
sublinhagem.

Esta inflamagédo observada em ambas as sublinhagens AIRmin S e R pbde
ser considerada crénica, ja que o estimulo inflamatorio persiste por dias, ndo foram
encontradas células inflamatérias de fase aguda no exame histolégico (Figuras 17C
e 17D) e estes animais apresentam demora na resolugcado do processo, levando até
20 dias para o acontecimento deste evento. Num ambiente cronicamente inflamado,
problemas nos programas de morte celular e reparo sdo comuns, resultando na
proliferacdo de células que perderam seu controle de crescimento normal. Além
disso, a inflamacgao crénica carrega a persisténcia dos fatores iniciais de inflamacao,
assim como a falha de mecanismos que fagam a regulagédo negativa deste processo
(COUSSENS; WERB, 2002). Quimiocinas, citocinas e seus receptores sdo os atores
principais na inflamagéo relacionada ao cancer, e uma grande variedade destes
componentes tem sido detectada no tecido neoplasico como produto ndo s6 de
células tumorais, mas também de habilidade de invas&o celular (BALKWILL;
MANTOVANI, 2001).

Os animais AIRmin®® mostraram alta expressdo do gene Tnfa na pele no
periodo de 48 horas apds o tratamento (Figura 24), tendo portanto um mal
prognoéstico diante da indugdo da carcinogénese. Uma das formas pela qual esta
citocina aumenta a capacidade de invasao de células modificadas é através da sua
importante caracteristica de acelerar a EMT (epithelial-mesenchymal transition).
Dessa forma, o fendtipo epitelial que €& caracterizado por fortes juncdes
intercelulares e polaridade passa a exibir um fenétipo mesenquimal, com interacdes
intercelulares reduzidas e aumento de motilidade (BATES; MERCURIO, 2003).

Camundongos deficientes em TNF mostraram-se resistentes ao cancer de
pele (MOORE et al., 1999), ja que a citocina em questdo pode estar envolvida nos
estagios iniciais da promogdo tumoral em camundongos normais, sendo
transitoriamente, mas intensamente induzida em queratindcitos apos aplicacdo de
um agente promotor. Além disso, com aplicagao intraperitoneal de TNF-a, ocorre

aumento no desenvolvimento de papilomas e vascularizagdo tumoral (BALKWILL;
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MANTOVANI, 2001). A deteccao de indices significativos de TNF geralmente esta
associada com a presenga de IL-1 e IL-6 (BURKE et al.,, 1996; NAYLOR et al.,
1993).

Esta associagdo foi positiva em nosso modelo, pois os animais AIRmin<R
demonstraram também alta expressao de ll1b na pele no periodo de 48 horas apos
o tratamento (Figura 26). Esta citocina é rapidamente e localmente produzida por
neutréfilos no sitio de injuria, porém sua produgcdo também ocorre por macrofagos
em momentos mais tardios no processo inflamatério. E uma potente indutora de
quimiocinas (HUBNER et al., 1996) e baixas concentracdes locais de IL-1B podem
induzir resposta inflamatdria local levando a ativagao de resposta imune protetora.
Altas concentragdes desta citocina podem resultar em céncer associado a
inflamacéo (APTE; VORONOV, 2002). A presencga de IL-13 aumenta a capacidade
invasiva de células tumorais, afirmacao sustentada pela observacao de que animais
deficientes em IL-1B demonstraram menor nimero de metastases de melanoma e
canceres de mama e prostata (GIAVAZZI et al., 1990; VIDAL-VANACLOCHA et al.,
2000). Ambas as IL-1a e B possuem papel importante na angiogénese e invasao
tumoral in vivo, embora a primeira em menor escala (MANTOVANI et al., 2009;
PORTA et al., 2009).

A outra citocina relacionada, IL-6, possui um papel semelhante ao da IL-1,
participando no inicio da resposta inflamatéria, porém também na manutencao de
uma inflamacéao cronica. Ela é capaz de induzir a ativacado de linfocitos T, finaliza a
diferenciagao de linfocitos B e, portanto, possui papel na produgao de anticorpos
(GUERNE et al.,, 1999). A IL-6 tem um papel fundamental na promogédo do
crescimento e também €& uma citocina inflamatoria antiapoptética (NAUGLER;
KARIN, 2008), sendo também um dos sinais efetores da ativagcdo do NF-kB na
iniciacao e promogao da carcinogénese.

Em nosso modelo, a expressdo do gene 16 mostrou-se alta em ambas as
sublinhagens R e S dos animais AIRmin. Apesar de ser menor nos animais
AIRmIn®®, a diferenca foi altamente significativa entre controles e tratados nessas
sublinhagens no periodo de 48 horas apos o tratamento quando o 6rgao observado
foi a pele (Figura 25). Ancrile, Lim e Counter (2007) demonstraram que no modelo
de carcinogénese de pele induzida por DMBA e TPA, a presenga da IL-6 é de
extrema importancia para o crescimento tumoral (ANCRILE; LIM; COUNTER, 2007).



88

Além deste, estudos com cancer associado a colite (BOLLRATH et al., 2009),
mieloma multiplo (KLEIN et al., 1989), hepatocarcinoma (MALAGUARNERA et al.,
1997; KAKUMU et al., 1991; KHORUTS et al., 1991) e cancer de mama (BERGER,
2004) mostraram as mesmas evidéncias, trazendo a presenga da IL-6 como mal
prognéstico para o desenvolvimento da doenga nos individuos. Camundongos
deficientes em IL-6 mostraram-se resistentes a plasmocitoma (LATTANZIO et al.,
1997), enquanto um polimorfismo especifico na regido promotora do gene da IL-6
gue aumenta seus niveis € um fator genético que predispde ao desenvolvimento do
cancer de mama (BERGER, 2004).

Na linhagem AIRmin®® pdde ser observada menor concentragdo da citocina
anti-inflamatéria IL-10 no soro dos animais tratados com DMBA (Figura 34),
consistente com a alta expressao de citocinas pré-inflamatérias.

Como dito anteriormente, as quimiocinas e também seus receptores sio
fatores essenciais para o desenvolvimento de carcinomas, ja que sao promotoras do
recrutamento de leucdcitos tanto em condi¢dées homeostaticas como na resposta
inflamatoria e cancer (PORTA et al., 2009). Neste ultimo caso sao produzidas tanto
por células estromais como as tumorais. As células estromais predominantes
encontradas no sitio tumoral sdo macréfagos, linfocitos, células endoteliais e
fibroblastos, porém outros leucdcitos também podem ser encontrados, sendo que o
estroma passa a ser composto principalmente por infiltrado leucocitario
(COUSSENS; WERB, 2002). O numero e tipo celular do infiltrado determinam a
producao de quimiocinas (BALKWILL, 2004). Uma grande variedade de quimiocinas
tem sido detectada em tecidos neoplasicos, incluindo CCL2, CXCL1 e moléculas
relacionadas, como CXCL2 (GERMANO; ALLAVENA; MANTOVANI, 2008). Dentre
estas, analisamos a expressao dos genes das quimiocinas CCL2 e CXCL2, e ambas
as analises mostraram resultados interessantes. No caso do gene Ccl2, os animais
AIRmIn®° mostraram expressdo muito maior na pele em relacdo aos animais do seu
grupo controle no periodo de 48 horas apds o término do tratamento (Figura 30). Os
animais AIRmax>®> demonstraram expressdo ainda maior no mesmo periodo de
analise, mas somente quando o 6rgao em questao foi o bago (Figura 31). Este fato
pode indicar resposta sistémica desta sublinhagem ao tratamento, enquanto que os
animais AIRmin>° demonstram expressdo da quimiocina no sitio de inducdo de

carcinogénese, assim como para as citocinas ja citadas.
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Em carcinomas epiteliais, geralmente as células infiltrantes predominantes
sdo macrofagos e linfocitos T CD8*, e o nivel de expressdo de CCL2 esta
correlacionado com o numero de linfocitos e macréfagos que se localizam na
mesma area (NEGUS et al., 1997). As quimiocinas CC, incluindo CCL2, induzem a
producdo de MMP9 por macréfagos e a presengca de MMPs em altos niveis,
produzidas em conjunto por células estromais e tumorais facilitam o remodelamento
da matriz extracelular e consequentemente invasdo e migragéo celular. Além disso,
Daniel e colaboradores mostraram que a presenca de células T CD4" aumenta a
invasao e progressdo da doenga em modelos de carcinogénese de pele induzida
pelo virus HPV através do recrutamento de neutréfilos e macrofagos nas lesdes pré-
malignas, tornando-as um ambiente cronicamente inflamado com produgédo de
MMP9 e estimulagédo de angiogénese (DANIEL et al., 2003).

Leucécitos ndo sdo os unicos a responderem ao gradiente de quimiocinas,
visto que células tumorais também expressam receptores de quimiocinas e
respondem a elas. Assim, metastases podem ocorrer, em parte, sob governo das
interacdes entre os receptores de quimiocinas das células tumorais com potencial
metastatico e gradiente de quimiocinas nos 6rgaos (MURPHY, 2001). Nibbs et al.
(2007) mostraram que animais deficientes no receptor de quimiocina D6, receptor de
diversas quimiocinas incluindo CCL2, mostraram maior suscetibilidade a
carcinogénese de pele e cancer associado a colite. A delegdo do gene deste
receptor em animais com dois diferentes backgrounds (B6/129 e FVB/N) permite o
desenvolvimento de papilomas e evolugdo para carcinoma de células escamosas
(NIBBS et al.,, 2007). Em melanomas, o receptor CCR10 mostrou relagdo com
metastases de pele (MURAKAMI; CARDONES; HWANG, 2004).

Ja no caso do gene Cxcl2, os animais AIRmin®® o expressaram na pele em
niveis muito elevados quando o periodo em questao foi o de 48 horas. Os animais
AIRmIn>® também tiveram esse comportamento, mas ndo tdo intenso quanto os
anteriormente citados (Figura 27). Os camundongos AIRmin®® além de ter uma
expressao elevada na pele no periodo de 48 horas também mostraram alta
expressao deste gene neste periodo no bago (Figura 28). Também no baco, os
camundongos AIRmax®° mostraram alta expressdo do gene Cxcl2, entretanto este
comportamento foi observado somente no periodo de 30 dias (Figura 29). Desta
forma, os animais AIRmin"® parecem ter uma expressdo local e mais precoce ao

estimulo, considerando nédo sé o gene Cxcl2, mas também das outras citocinas e
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quimiocinas discutidas anteriormente. J& nos animais AIRmin®° a agdo do
carcinégeno também foi sistémica, gerando efeitos no bago além da pele. Os
camundongos da sublinhagem AIRmax®° mais uma vez mostraram uma reagado
sistémica ao tratamento, porém desta vez esta reacao foi mais tardia.

Células de melanoma possuem altos niveis de CXCR2, receptor também da
CXCL2, e a estimulagdo autécrina por quimiocinas aumenta a sobrevivéncia,
proliferagdo e migragdo de células tumorais (BALKWILL, 2004). Este receptor
pertence a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. E expresso em
células T, mondcitos e em neutrofilos, e € capaz de acoplar-se a diversas
quimiocinas CXC (ACOSTA et al.,, 2008; MURPHY, 1997). Quimiocinas como
CXCL1, CXCL2 e CXCL8 (IL-8) possuem um papel de extrema importancia na
progressao de melanoma por estimulagéo de crescimento neoplasico, promogao de
inflamacédo e indugcdo de angiogénese (NIBBS, 2007). No caso da CXCL2, a
promogao da inflamagdo deve-se ao recrutamento de mondcitos/macrofagos,
eosindfilos e neutrdfilos, produtores de diversos fatores incluindo os pro-
angiogénicos (BALKWILL, 2004). Os mondcitos recrutados podem diferenciar-se em
macrofagos associados a tumores (TAM) no microambiente tumoral, sendo que
estes sdo componentes chaves do estroma tumoral. Tais células possuem diversas
caracteristicas de macréfagos M2, desempenhando fungbes pré-tumorais como
promog¢ao da célula tumoral e de vasos sanguineos, remodelamento de matriz e
supressao imune. Além disso, quimiocinas das familias CC e CXC estdo envolvidas
na atracao de células supressoras mieldides (MDSC) para o sitio tumoral, facilitando
a progressao do cancer (ALLAVENA et al., 2011; SOLINAS et al., 2009).

O gene Cxcr2 (lI8rb) localiza-se no cromossomoo 1 em camundongos a
40cM. O gene Slcllal estd no mesmo cromossomo muito préoximo, a 39,2cM. A
proximidade entre os dois genes torna esse receptor um candidato a contribuinte na
suscetibilidade destes animais.

Sabendo dos efeitos pré-tumorais das quimiocinas, o aumento de expressao
do gene Cxcr2 nos animais AIRmin"® e AIRmin®° (Figura 32) pode ser um dos
fatores que contribuem para a suscetibilidade destas linhagens a carcinogénese de
pele induzida por DMBA, assim como a tumores em 6rgéos internos. Isto porque
estas sublinhagens sofrem maior influéncia das quimiocinas que se ligam a esse
receptor, como a CXCL2, que teve expressdao aumentada nestes animais como

mostrado anteriormente (Figuras 27 e 28). Entretanto, o0 mesmo n&o pode ser



91

sugerido em relacéo a suscetibilidade dos animais AIRmax®®, visto que a expressao
deste gene no periodo de 48 horas apdés o tratamento ndo mostrou diferenca
significativa em relagdo aos controles.

Analisando os resultados obtidos em relagdo as quimiocinas e citocinas, é
possivel observar correlagdo com os resultados histologicos, principalmente nos
animais AIRmin®R e AIRmIn®%, ja que a expressdo elevada destas quimiocinas
justifica a presencga de infiltrado de macréfagos e linfocitos no periodo de 48 horas
apos o tratamento na pele, o que ndo foi observado nos animais AIRmax™® ou
AIRmax®® (Figuras 17A - D) . Além disso, o fato de os camundongos AIRmax>°
possuirem expressao elevada de quimiocinas no bacgo, indicando uma acgéao
sistémica do agente DMBA aplicado epicutaneamente, pode justificar a incidéncia de
100% de tumores em orgaos internos, enquanto que na pele, 6rgdo que néao
demonstrou expressao significativa de nenhuma quimiocina ou citocina, esses
animais ndo demonstraram o mesmo comportamento (Figuras 10 - 12). Ja os
animais AIRmin de ambas sublinhagens demonstraram comportamento semelhante
em relagédo a papilomas, tumores de pele e de 6rgaos internos, visto que o perfil de
expressao de genes de citocinas foi também semelhante (Figuras 6 - 15).

Os resultados em geral deste trabalho sugerem que a interagdo do fundo
genético e do polimorfismo no gene Slcllal nestes animais modulam a expresséo
de genes e, dessa forma, confere uma maior suscetibilidade a carcinogénese em
camundongos AIRmax®°. Mais estudos devem ser realizados no intuito de elucidar
0s mecanismos genéticos e celulares que permitem essa diferenga na sensibilidade
a patologia em questado, tendo o nosso modelo animal como pecga fundamental para
a realizagédo deste trabalho ja que podem contribuir para a identificacdo de genes
envolvidos com a resisténcia e suscetibilidade ao cancer induzido pelo agente
DMBA.
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CONCLUSOES

Animais AIRmin de ambas as sublinhagens tiveram cerca de 57% de
incidéncia de carcinomas em 6rgdos internos. Camundongos AIRmax"® nao
demonstraram qualquer reacao ao tratamento, constituindo um modelo de
resisténcia a carcinogénese de pele quimicamente induzida. Entretanto,
apesar de os animais AIRmax>® ndo apresentarem papilomas e carcinomas
de pele, mostraram-se extremamente sensiveis ao tratamento ja que a
incidéncia foi de 100% quando o parametro avaliado foi tumores em 6rgaos

internos;

apdés o término da indugdo da carcinogénese com o agente DMBA, os
camundongos AIRmax™® ndo demonstraram qualquer sinal na pele de
irritagdo. Os animais AIRmax>° exibiram macroscopicamente leve irritagdo na
pele, mas sem alteragbes microscopicas significativas. Ja os animais
AIRmMIn®R e AIRmin®° demonstraram intensa irritagdo na pele, e apds o
periodo de 30 dias passaram a apresentar papilomas de forma semelhante

tanto em incidéncia quanto em multiplicidade;

animais AIRmin®® e AIRmIn®°® apresentaram alta expressdo de diversos
genes de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, que promovem um

microambiente favoravel ao crescimento tumoral;

camundongos AIRmax>° apresentaram supressdo no gene Cyplal na pele
no periodo de 48 horas apds o tratamento, porém isso nao parece interferir
numa possivel agdo imunossupressora mediada pelo DMBA na medula 6ssea
desses animais, o que diminuiria a efetividade da resposta imune contra

tumores;

a sensibilidade dos animais AIRmax>° evidencia possivel modulacdo de
resposta a carcinogénese exercida pelo gene Slcllal quando o fundo
genético € AIRmax, com importante probabilidade de o alelo S interferir na

atividade principalmente de macréfagos devido a sua maior producéo de IL-
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10, citocina inibidora de NO e TNF-a, mediadores fundamentais na acao de

macrofagos.
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