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RESUMO 

O câncer de cervical é causado por uma infecção persistente por algum dos tipos oncogênicos de 

Papilomavírus Humano (HPV) e continua a ser um problema de saúde pública, especialmente nos 

países em desenvolvimento. Por Peptide Phage Display, foram selecionadas sequências de 

peptídeos com afinidade de ligação a linhagens celulares ou a tumores associados ao HPV. Dentre 

elas, foi possível identificar sequências contidas em moléculas importantes para a progressão de 

tumores, como a α-manosidase e triptase, enzimas que desempenham um papel importante na 

progressão tumoral.  Para caracterizar o efeito da inibição de α-manosidase II na terapia de 

tumores cervicais em camundongos, utilizamos a droga Swainsonina (SW), previamente descrita 

como inibidor desta enzima. Nós testamos o efeito desta droga tratando animais inoculados com 

células tumorais que expressam os oncogenes E6 e E7 de HPV16. Observamos que os animais 

tratados com Swainsonina apresentaram crescimento tumoral significativamente mais rápido do 

que os animais controle. Investigando os mecanismos por trás desse efeito, descobrimos que 

embora SW module parcialmente os macrófagos associados aos tumores, o tratamento induz o 

acúmulo de células com fenótipo mieloderivado supressor no baço dos animais, potencializando 

o efeito tolerogênico dos tumores sobre o sistema imune. Sendo assim, sugerimos cautela no uso 

deste fármaco para a terapia de pacientes com tumores HPV+. Outro braço do trabalho foi avaliar 

o papel da triptase, que é produzida por mastócitos, no infiltrado inflamatório. Para isto 

padronizamos um modelo de co-cultura de esferóides tumorais da linhagem TC-1 com a linhagem 

de mastócitos murinos PT18. Através deste modelo pudemos observar que a linhagem tumoral 

consegue induzir a desgranulação dos mastócitos independentemente de anticorpos. Além disso, 

quando em co-cultura, a linhagem tumoral parece estar aumentando a meia-vida dos mastócitos 

e estimulando a proliferação destes. Em experimentos in vivo observamos que tumores induzidos 

com as células PT18 e TC-1 cresceram mais rapidamente do que tumores induzidos apenas com 

TC-1. Através da imunofenotipagem dos tumores ficou evidenciado um aumento de células CD31+ 

e no infiltrado inflamatório total de tumores induzidos com o co-cultivo. Justificando o fato destes 

crescerem mais rapidamente, sugerindo que os mastócitos podem ter efeitos tanto proliferativos 

quanto no processo de angiogênese tumoral. 
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Papillomavirus. 2019. 111f. Thesis (PhD in Sciences with emphasis in Immunology) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

ABSTRACT 

Cervical cancer is caused by a persistent infection by some of the oncogenic types of Human 

Papillomavirus (HPV) and continues to be a public health problem, especially in developing 

countries. By Peptide Phage Display peptide sequences were selected with binding affinity to cell 

lines or to HPV-associated tumors. Among them, it was possible to identify sequences contained 

in molecules important for the progression of tumors, such as α-mannosidase and tryptase, 

enzymes that play an important role in tumor progression. To characterize the effect of α-

mannosidase II inhibition on cervical tumor therapy in mice, we used the drug Swainsonina (SW), 

previously described as an inhibitor of this enzyme. We tested the effect of this drug by treating 

animals inoculated with tumor cells expressing HPV16 E6 and E7 oncogenes. We observed that 

Swainsonine treated animals had significantly faster tumor growth than control animals. 

Investigating the mechanisms behind this effect, we found that although SW partially modulates 

tumor-associated macrophages, the treatment induces the accumulation of cells with 

suppressive myeloderivative phenotype in the animals spleens, enhancing the tolerogenic effect 

of tumors on the immune system. Therefore, we suggest caution in the use of this drug for the 

therapy of patients with HPV+ tumors. Another arm of the study was to evaluate the role of 

tryptase, which is produced by mast cells, in the inflammatory infiltrate. For this we standardized 

a co-culture model of tumor spheroids of the TC-1 lineage with the murine mast cell line PT18. 

Through this model we could observe that the tumoral lineage can induce mast cell degranulation 

independently of antibodies. In addition, when co-cultured, the tumoral lineage appears to be 

increasing the half-life of mast cells and stimulating the proliferation of these. In in vivo 

experiments we observed that tumors induced with PT18 and TC-1 cells grew faster than tumors 

induced only with TC-1. Tumor immunophenotyping revealed an increase in CD31+ cells and in 

the total inflammatory infiltrate of tumors induced with co-culture. Justifying the fact that they 

grow faster, suggesting that mast cells can have both proliferative effects and the process of 

tumor angiogenesis. 
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 1. INTRODUÇÃO 

1.1 HPV e o câncer 

O câncer da cérvice uterina é um dos tipos de neoplasia mais frequentes em mulheres em 

todo o mundo (Decrausaz et al., 2011). Dados estimam 530.000 novos casos de câncer cervical e 

dentre estes, mais de 270.000 mortes (Plummer et al., 2016). No Brasil, em 2016, estima-se que 

houve 16.340 casos novos de câncer cervical, com um risco estimado de 15,85 casos a cada 100 

mil mulheres. É o terceiro tipo de câncer mais incidente dentre as mulheres e o quarto que causa 

mais mortes. Em 2013, ocorreram 5.430 óbitos por esta neoplasia, representando uma taxa de 

mortalidade ajustada para a população mundial de 4,86 óbitos para cada 100 mil mulheres (INCA, 

2015). 

Tem se estimado que 99% dos casos de câncer cervical têm como etiologia uma infecção 

genital persistente por qualquer tipo oncogênico de HPV (WHO, 2007). Esta relação foi 

comprovada após diversos estudos que se iniciaram no fim da década de 70. Sendo relacionados 

ao HPV, carcinomas de células escamosas (SCC) (70%), adenocarcinomas (CA) (25%) ou tumores 

histológicos mistos (Cutts et al., 2007). Histologias extremamente raras não associadas ao HPV, 

representam menos de 1% dos casos recém diagnosticados (Frumovitz, 2016). O HPV é também 

o fator etiológico de uma porcentagem significativa de tumores anogenitais e orofaríngeos 

(Gillison et al., 2012; Moscicki et al., 2012). 

O HPV é um vírus de DNA dupla-fita, epiteliotrópico e não envelopado. O genoma do HPV 

possui nove ou oito regiões codificadoras (ORFs), dois sítios de poliadenilação e uma região 

regulatória da transcrição e replicação (URR). Também possuem dois conjuntos de genes, 

chamados de precoces e tardios. Os genes precoces são expressos na primeira etapa do ciclo viral, 

sendo eles E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Os genes tardios L1 e L2 codificam proteínas estruturais para a 

formação do capsídeo (Hebner e Laimins, 2006) (FIGURA 1).  
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Figura 1 - Representação esquemática do genoma do HPV. O genoma viral pode ser dividido em 

três regiões: uma região precoce necessária para a replicação viral composta pelos genes E1, E2, 

E4, E5, E6, e E7; uma região tardia contendo os genes L1 e L2 que codificam proteínas estruturais; 

e uma região regulatória que contém a origem da replicação e o controle dos elementos para a 

transcrição e replicação (URR) (Muñoz et al., 2006). 

 

São descritos mais de 200 tipos de HPV, classificados por critérios como avaliação de 

regiões hipervariáveis do genoma, pelo tipo de células que infectam e pela capacidade de 

transformação celular. O critério de transformação celular divide os vírus que infectam a mucosa 

anogenital em baixo risco e alto risco oncogênico, sendo que os de baixo tipo oncogênico 

frequentemente levam ao surgimento de lesões benignas, como verrugas, enquanto os de alto 

risco estão relacionados com o processo de carcinogênese (Fehrmann e Laimins, 2003). Os dois 

vírus de baixo risco mais comuns que causam verrugas nas mucosas anogenitais são os HPV 6 e 

11. Por outro lado, existem mais de 15 vírus oncogênicos ou de alto risco que infectam o trato 

genital, mas os principais são o HPV 16 e 18, os quais são os responsáveis por 70% dos casos de 

câncer cervical (Parkin e Bray, 2006). 

 Após a infecção pelo HPV, o desenvolvimento de tumores envolve a persistência do vírus 

na camada basal de células epiteliais e integração do DNA viral no genoma da célula hospedeira, 

de forma que os oncogenes virais E6 e E7 são constitutivamente expressos, causando assim a 
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imortalização das células (Pirami et al., 1997), devido à inibição das funções p53 e pRb (Doorbar, 

2006). Adicionalmente, a proteína E6 promove a transcrição de hTERT, subunidade catalítica da 

telomerase com função de manter a integridade dos telômeros durante a replicação do genoma 

celular (Klingelhutz et al., 1996). Com passar do tempo, as células imortalizadas adquirirem mais 

mutações ou sofrem mais perturbações por intermédio das oncoproteínas do HPV, levando à 

transformação destas células, como por exemplo, a instabilidade genômica por promoverem 

anomalias nos centrossomos (Duensing e Münger, 2003). A expressão de oncoproteínas de HPV 

E6 e E7 é essencial para a manutenção do fenótipo transformado das células tumorais (Johung et 

al., 2007).  

A infecção persistente por HPV causa lesões precursoras no epitélio denominadas de 

neoplasias intraepiteliais cervicais, que são classificadas em 3 grupos de risco progressivo (NIC 1, 

NIC 2 e NIC 3) com base na proporção de epitélio acometido (Moscicki et al., 2012). Uma pequena 

porcentagem de lesões precursoras NIC 1 podem evoluir para lesões NIC 2 e NIC 3, com 

proliferação contínua e aumento da instabilidade cromossômica. Ao fim ocorre um processo 

biológico chamado de transição epitélio-mesenquimal (EMT) que envolve a polarização de células 

epiteliais, que normalmente interagem com a membrana basal através de suas superfícies basais. 

Essa polarização induz múltiplas alterações bioquímicas que permitem que as células assumam 

um fenótipo de célula mesenquimal (Samatov et al., 2013). Essas mudanças conferem várias 

propriedades, como capacidade migratória, invasividade, elevada resistência à apoptose e a 

produção de componentes da matriz extracelular (ECM) (Kalluri e Neilson, 2003) (FIGURA 2). 
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Figura 2 - O ciclo de vida cervicovaginal do HPV e desenvolvimento de tumores. Para iniciar a 

infecção, o papilomavírus humano (HPV) se liga aos proteoglicanos na membrana basal por meio 

de lesões no epitélio, levando à infecção destas células. O epitélio não infectado é representado 

à esquerda e o epitélio infectado pelo HPV é ilustrado a direita. Os genomas virais são mantidos 

na forma epissomal e são expressos conforme as células infectadas se movem em direção à 

superfície epitelial. A fase tardia do ciclo de vida produtivo ocorre nas camadas epiteliais 

superiores, diferenciadas terminalmente, onde os vírus progenitores são liberados (hexágonos 

vermelhos). A expressão de E6 e E7 desregula o controle do ciclo celular, levando as células 

diferenciadas para a fase S, permitindo à amplificação do genoma viral em células que 

normalmente teriam saído do ciclo celular. A progressão para neoplasias de alto grau representa 

uma infecção abortiva, na qual a expressão de E6 e E7 fica desregulada e o ciclo de vida normal 

de produção de vírus não pode ser concluído. NIC indica neoplasia intraepitelial cervical 

(adaptado de Berman e Schiller, 2017). 

 

1.2 Microambiente tumoral 

Os tumores são tecidos complexos que contêm além de células tumorais, células 

endoteliais, pericitos, células inflamatórias, fibroblastos, como também componentes acelulares, 
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tais como citocinas, mediadores inflamatórios e matriz extracelular. Dentro do microambiente 

tumoral, diferentes elementos são capazes de induzir a angiogênese, inativar respostas 

antitumorais das células T através de vários mecanismos, e promover a sobrevivência e 

proliferação de células do tumor (Hanahan e Weinberg, 2011) (FIGURA 3). 

 

 

Figura 3 - O microambiente tumoral. Células cancerosas em tumores primários são cercadas por 

um microambiente complexo compreendendo numerosas células, incluindo células endoteliais 

do sangue e circulação linfática, fibroblastos estromais e uma variedade de células derivadas da 

medula óssea (BMDCs), incluindo macrófagos, células mieloderivadas supressoras (MDSCs), 

monócitos expressando TIE-2 (TEMs) e células-tronco mesenquimais (MSCs) (adaptado de Joyce 

e Pollard, 2009). 

 

As células do infiltrado inflamatório dos tumores constituem uma importante linha de 

defesa inicial contra o tumor, através da geração de espécies reativas de oxigênio, pela secreção 

de citocinas pró-inflamatórias, e mediando citotoxicidade. Entretanto, durante o 

desenvolvimento inicial do tumor, as restrições de proteção do microambiente são anuladas por 
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condições como a inflamação crônica, e o microambiente tecidual local muda para um estado 

promotor de crescimento (Guerra et al., 2011; Barashi et al., 2013). Portanto as células mielóides 

derivadas da medula óssea (BMDCs) recrutadas ao microambiente tumoral sofrem a ação de 

sinais e rapidamente se polarizam a células com propriedades anti-inflamatórias e supressoras, 

tais como células mieloderivadas supressoras (MDSCs) e macrófagos alternativamente ativados 

(M2) (Baay et al., 2011; Sevko e Umansky, 2013; Tanchot et al., 2013). Outras populações 

mielóides potencialmente supressoras da resposta adaptativa também encontradas no infiltrado 

inflamatório de tumores sólidos são neutrófilos (N2), monócitos que expressam o receptor de 

angiopoietina TIE-2 e mastócitos (Joyce e Pollard, 2009). 

As células mielóides compartilham papéis redundantes no infiltrado inflamatório no que 

diz respeito a progressão tumoral. Estas células podem suprimir a resposta imune adaptativa 

bloqueando as funções das células T CD4+ e CD8+, em parte através da produção de arginase e 

óxido nítrico, expandindo o pool de células T reguladoras e inibindo a ativação de células NK (Sica 

e Bronte, 2007; Marigo et al., 2008). Além disso, contribuem para a angiogênese tumoral através 

da produção de fatores de crescimento, citocinas e proteases, como fator de crescimento 

endotelial vascular A (VEGFA), PROK2 (também conhecido como BV8) e metaloproteinases de 

matriz (MMPs) (Murdoch et al., 2008). Vários desses tipos de celulares também foram 

relacionados a invasão e metástase, aumentando a malignidade do tumor direta e/ou 

indiretamente.  

A presença de um infiltrado inflamatório implica que os tumores secretem fatores capazes 

de recrutar estas células. De fato, tem sido relatado que os tumores secretam fatores que 

induzem a proliferação das células em tecidos linfóides (Wilcox, 2010), que inclui células 

mielóides com o fenótipo imaturo e características supressoras (Kusmartsev e Gabrilovich, 2002). 

Dados de vários estudos demonstraram que as lesões cervicais associadas ao HPV são 

infiltradas por macrófagos e linfócitos (Hammes et al., 2007; Kobayashi et al., 2008; Woo et al., 

2008). De fato, a relação entre células T CD8 e Tregs em tumores primários é um marcador 

prognóstico para o câncer de colo do útero (Piersma et al., 2007). Além do microambiente 

tumoral, as células T CD4+ específicas de HPV, com fenótipo efetor e/ou de regulação estão 

presentes no sangue periférico das pacientes. O fenótipo dos linfócitos depende da progressão 
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da lesão cervical. Mulheres assintomáticas, preferencialmente, apresentam respostas do tipo Th1 

contra antígenos virais, entretanto mulheres com câncer apresentam também células T 

reguladoras (Welters et al., 2006), e resposta efetora Th1 ineficiente (Van Der Burg et al., 2007). 

A identificação do papel e da fonte das células do infiltrado inflamatório é importante para 

a compreensão da biologia do tumor. Além disso, estas populações de células constituem um alvo 

para a interferência que pode contribuir para a desestabilização do crescimento e progressão 

tumoral (Lepique et al., 2009; Palucka e Coussens, 2016). A identificação destes alvos pode ser 

realizada por meio da técnica de Peptide Phage Display. 

 

1.3 Peptide Phage Display e tumores associados ao HPV 

A tecnologia de Phage Display é baseada na capacidade de bacteriófagos expressarem 

peptídeos menores ou polipeptídeos em sua superfície em fusão com proteínas do capsídeo viral 

e foi descrita pela primeira vez em 1985 por George P. Smith. A técnica de Peptide Phage Display 

permite a investigação de interações entre ligante e receptor, através da construção de um mapa 

de sítios de ligação do ligante ou receptor a partir das sequências de peptídeos selecionados 

(Giordano et al., 2001). Mais especificamente no estudo do câncer, a técnica de Peptide Phage 

Display tem sido amplamente utilizada em diferentes estratégias como: em modelos de inibição 

de fatores pró-angiogênicos como o bFGF (Yayon et al., 1993), em diagnóstico experimental de 

marcadores de câncer cervical como p16 (Khemthongcharoen et al., 2015) e na busca de 

antagonistas para reativar a via de pRB/E2F (Guo, C. P. et al., 2011). 

Pelo procedimento de Biopanning, foram obtidas sequências peptídicas com afinidade a 

linhagens celulares positivas para HPV (HeLa e SiHa) in vitro e in vivo em nosso laboratório. Estas 

foram submetidas à análise no software ClustalW2 (EMBL-EBI, UK) para identificar motivos 

comuns aos peptídeos identificados. Algumas das sequências peptídicas encontradas apresentam 

similaridade com proteínas humanas e estão associadas ao câncer. 

Ficamos especialmente interessados em dois alvos, a α-manosidase e a Triptase, ambos com 

atividades associadas ao cancer descritas na literatura. No caso da α-manosidase, foi realizada a 

validação onde pode se observar uma alta expressão desta enzima nas linhagens tumorais e em 
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macrófagos do infiltrado inflamatório (FIGURA 4A) e em biópsias de lesões (indicadas na figura)  

coletadas do colo uterino de pacientes atendidas na UNICAMP, em estudo dirigido pelo Dr. Luis Carlos 

Zeferino, com indicação de biópsia (FIGURA 4B). 

A  

B  

Figura 4 - Imunodetecção de α-Manosidase. (A) Western-blot utilizando 50 μg/μL de lisados 

celulares e de tumores crescidos em camundongos (TAM–tumor associated macrophage, SiHa 

45+- infiltrado inflamatório de tumor SiHa). As amostras foram submetidas à SDS-PAGE para 

separação e transferidas para membrana de PVDF ativada. A imunodetecção foi realizada com 

anticorpo anti-α-Manosidase como primário e um anti-IgG-peroxidase (SIGMA) como secundário. 

O método de detecção utilizado foi o ECL (GE Healthcare). (B) Imunohistoquímica em biopsias de 

cérvice uterina (CEC–carcinoma espinocelular; CIN3–Neoplasia intraepital grau 3). A 

imunohistoquímica foi realizada utilizando o anticorpo policlonal de coelho anti-alfa-1,2-

manosidase (ab51262, Abcam) no equipamento Ventana Benchmark GX (Ventana Medical 

Systems, AZ , EUA) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Os resultados são 

representativos de 4 amostras de carcinoma invasivo, 7 lesões de alto grau e 8 amostras normais 

(cervicites). Imunohistoquímica realizada pela Dra. Lara Termini. 
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1.4 α-Manosidase 

Tem sido documentado que em algumas doenças que acometem humanos, incluindo o 

câncer, existe uma alteração no padrão de glicosilação de proteínas. Células “doentes” expressam 

glicoproteínas com estruturas e/ou com níveis de glicanos alterados, quando comparadas com 

células “normais” (Dennis et al., 1999; Ito et al., 2005). Estas alterações no padrão de glicosilação 

de glicoproteínas são uma característica comum de cânceres humanos, o que influencia no 

comportamento do tumor, metástase e na vigilância imunitária (Parham, 1996; Rudd et al., 1999), 

além de representarem potenciais alvos para abordagens terapêuticas (Hollingsworth e Swanson, 

2004; Liu e Rabinovich, 2005). 

O processo de glicosilação é complexo e é definido pela adição de açúcares em proteínas 

recém-sintetizadas, que ocorre no lúmen do Retículo Endoplasmático Rugoso e no Complexo de 

Golgi. Há estimativas de mais de 200 enzimas glicosiltransferase nesta via, o que resulta em uma 

considerável diversidade estrutural dos carboidratos encontrados em glicoproteínas secretadas 

e transmembranares (Goss et al., 1995) (FIGURA 5). 

 

Figura 5 - A via de processamento de carboidratos N-ligados do Complexo de Golgi. Muitas 

sequências podem ser adicionadas aos terminais, com preferência a estruturas do tipo complexo, 

como as mostradas à direita. Uma via secundária de processamento alternativo contorna a 

necessidade de α-manosidase II. Enzimas: αG: α-glucosidase, αMI: α-manosidase I, αMII: α-
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manosidase II, TI, TII, TIV, TV: β1-6-N-Acetilglicosamina transferases, respectivamente (adaptado 

de Goss et al., 1995). 

Células cancerosas comumente apresentam aumento de β1-6-N-Acetilglicosamina. Este 

aumento tem sido notado em tumores com carcinoma de mama, cólon e em câncer de pele 

(Dennis e Laferté, 1989; Fernandes et al., 1991). Em tecidos normais a forma de β1-6-N-

Acetilglicosamina está relacionada com células com capacidade de invasão, como: trofoblastos 

intersticiais e linfócitos ativados (Fernandes et al., 1991; Lemaire et al., 1994). 

A enzima chave que produz as formas acima citadas, é a β1-6-N-Acetilglicosamina 

transferase V. As ramificações geradas por esta enzima são preferidas por enzimas subsequentes 

da via para extensão com Polilactosamina e Antígenos de Lewis. Estas sequências são distribuídas 

limitadamente em tecidos normais. Entretanto são altamente expressas em carcinomas 

humanos, servindo como marcadores tumorais (Yousefi et al., 1991; Heffernan et al., 1993). 

Polilatosamina e Antígenos de Lewis quando expressos em tumores podem contribuir com 

adesão célula-célula, via selectinas e lectinas, as quais são encontradas no endotélio vascular, 

assim, aumentando a invasão e metástase (Cornil et al., 1990; Sawada et al., 1993). Entretanto 

vale ressaltar que as alterações no processo de glicosilação são importantes não apenas na 

adesão. Interessantemente, no processo de transformação de células pela ativação de oncogenes 

na via de RAS e c-Myc, tem sido demonstrado um aumento na atividade de β1-6-N-

Acetilglicosamina transferase V (Hiraizumi et al., 1991; Lu e Chaney, 1993). 

Em estudos do câncer, as α-manosidades e α-glicosidases são os mais promissores alvos 

para o desenvolvimento de inibidores de glicosidases celulares (Gerber-Lemaire e Juillerat-

Jeanneret, 2010). A Swainsonina (SW) ou 8αβ-indolizidina-1α,2α,8β-triol, um alcaloide extraído 

inicialmente de Swainsona canescens, e é um potente inibidor de α-manosidade II de Golgi e de 

α1-3-/α1-6- manosidases lisossomais, mas não possui ação sobre a α-manosidase I de Golgi 

(Bowen et al., 1993; Winchester et al., 1993). O efeito da SW foi avaliado em diferentes linhagens 

celulares de câncer humano. O tratamento de células de hepatoma humano com SW resultou 

numa secreção acelerada de formas híbridas de glicoproteínas transferrina, ceruloplasmina, α2-

macroglobulina e α1-antitripsina, enquanto a secreção de proteínas não glicosiladas não foi 

afetada (Yeo et al., 1985). O transporte destas glicoproteínas híbridas através do aparelho de 
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Golgi foi mais rápido do que o transporte de glicoproteínas normais. Em experimentos in vivo 

(Humphries et al., 1986), camundongos injetados com B16-F10, linhagem celular de melanoma 

murino, incubadas previamente com SW, mostraram uma inibição dose-dependente da 

colonização pulmonar. No entanto as propriedades tumorigênicas das células B16-F10 não foram 

afetadas pela SW. Em modelos experimentais de câncer murino, a administração de SW na água, 

antes ou após a excisão cirúrgica do tumor primário, inibiu em 95 e 88% da formação de 

metástases espontâneas para o fígado e os pulmões das células altamente invasivas M5076 

(reticulosarcoma murino) ou B16-F10 (melanoma murino) (Olden et al., 1991). 

Adicionalmente, tem sido avaliado o efeito da SW no infiltrado inflamatório. A SW possui 

a capacidade de induzir secreção de citocinas, tais como IL-1β e TNF-α. Este efeito sobre a 

secreção de citocinas poderia permitir uma modulação na atividade tumoricida de macrófagos e 

de células natural killer (Humphries et al., 1988; Das et al., 1995). Além da expressão de IL-1, a 

estimulação da atividade tumoricida de macrófagos foi associada com a maior expressão de 

antígenos Iak do MHC II e demonstrou um efeito de 6 a 8 vezes maior na ativação que o 

tratamento clássico com IFN-γ recombinante e LPS in vitro (Grzegorzewski et al., 1989), sugerindo 

que a SW possa funcionar como imunomodulador da resposta imune contra tumores. Em PBMCs 

de fêmeas penhas BALB/c tratadas com SW houve uma mudança significativa de resposta 

Th1/Th2 para um perfil de resposta Th1 (Hu et al., 2015).  

Devido a ação direta nas células tumorais descritas na literatura, e ao seu efeito 

imunomodulador, o tratamento com SW e a consequente inibição de α-manosidase II, pode 

parecer uma alternativa promissora na terapia de tumores cervicais, sendo assim buscamos 

avaliar experimentalmente seu efeito em modelos bem caracterizados em nosso laboratório. 

 

1.5 Mastócitos e Triptase 

Os mastócitos são células imunes inatas, caracterizadas pela carga de mediadores 

inflamatórios, constituídos por uma ampla variedade de moléculas bioativas pré-formadas 

armazenadas em grânulos citoplasmáticos, que são liberadas ao encontrar os estímulos 

apropriados e têm um papel benéfico nas respostas imunológicas contra patógenos, incluindo 

helmintos, bactérias e vírus. Os mediadores derivados de mastócitos também participam de 
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processos fisiológicos nos tecidos, como cicatrização de feridas e reparo tecidual (Wernersson e 

Pejler, 2014), e em algumas condições patológicas  a degranulação de mastócitos induzida por IgE 

desencadeia as reações de hipersensibilidade imediatas que desempenham um papel central na 

patogênese das doenças alérgicas (Frieri et al., 2015). A ativação de mastócitos também é 

observada em muitos processos independentes de IgE, como a desgranulação induzida por 

trombina, complexos de IgG, neuropeptídios, anafilatoxinas derivadas de complemento (Yu, Y. et 

al., 2016), bem como por ação de toxinas de animais, como por exemplo de aranhas do gênero 

Loxoceles (Rattmann et al., 2008). 

Mastócitos têm sido reconhecidos como um dos primeiros tipos celulares recrutados em 

muitos processos de desenvolvimento de tumores, especialmente em melanomas malignos, de 

mama e câncer de colorretal (CRC) (Ribatti et al., 2010). Amplas evidências destacam que estes 

tipos celulares se acumulam predominantemente em torno de vários tipos de tumores, no limite 

entre tecidos malignos e saudáveis (Ranieri et al., 2009; Mangia et al., 2011).  

A densidade de mastócitos é altamente correlacionada com o quadro de angiogênese 

tumoral tanto em tumores benignos (por exemplo, em quelóides) e em malignidades humanas 

(mastocitose sistêmica, câncer de cabeça e pescoço, câncer colo-retal, de pulmão, de pele) (Yano 

et al., 1999; Ammendola et al., 2013). Os mastócitos intervêm no processo de angiogênese 

através de vários fatores pró-angiogênicos clássicos, tais como VEGF, FGF-2, PDGF, interleucina-

6 (IL-6), e fatores pró-angiogênicos não clássicos, tais como triptase e quimase, armazenados nos 

seus grânulos de secreção (Soucek et al., 2007; Ribatti et al., 2011) e liberados com a ativação 

destas células. 

Particularmente, em câncer cervical, foi descrita por Utrera-Barillas e colaboradores 

(2010) uma forte correlação entre os mastócitos infiltrados e os vasos sanguíneos em lesões e 

carcinoma in situ. Em um modelo de camundongos transgênicos, onde os genes precoces de 

HPV16 são introduzidos em queratinócitos, (Coussens et al., 1999) forneceram suporte 

experimental para a avaliação da participação dos mastócitos na progressão do carcinoma 

escamoso. Os mastócitos infiltram o estroma da frente invasiva dos carcinomas, próximo aos 

capilares. Sendo assim ativam mecanismos responsáveis pelo gatilho angiogênico. Quando 
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utilizaram animais deficientes de mastócitos, notaram a ausência deste gatilho, indicando que 

neste modelo, a infiltração de mastócitos na pele é necessária para a progressão tumoral. 

Em células tumorais, a triptase liberada por mastócitos liga-se e cliva proteolíticamente 

receptores denominados PAR-2 (Cai et al., 2014) (FIGURA 6). Ocorre então a ativação de cascatas 

de sinalização intracelulares, incluindo a mobilização de reservas de cálcio intracelular, 

fosforilação de PKC e ERK1/2 e ativação de NF-κB (Guo, D. et al., 2011; Wu et al., 2013), 

culminando no aumento da proliferação das células tumorais (Strouch et al., 2010). Este estímulo 

de MAPK também leva um aumento na expressão VEGF pelas células tumorais, um potente fator 

angiogênico (Dutra-Oliveira et al., 2012; Chang et al., 2013). Outros fatores pró-angiogênicos tem 

sua expressão aumentada através da ativação de PAR-2, como COX-2 (Zhang et al., 2012), IL-8 

(Hjortoe et al., 2004) e CXCL1 (Albrektsen et al., 2007).  Além disso, a ativação de PAR-2 foi 

relacionada com sobrevivência de células tumorais devido a sua capacidade de induzir proteínas 

antiapoptóticas e/ou modular vias de apoptose intrínsecas ou extrínsecas, como por exemplo, 

aumentando a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl2 e diminuindo a expressão da proteína 

pró-apoptótica Bax (Wu et al., 2013). 
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Figura 6 - Sinalização mediada por PAR-2 e progressão tumoral. Múltiplas vias de sinalização 

dependentes de proteína G, bem como vias ativadas por transativação de EGFR dependente de 

PAR-2 e sinalização de β-arrestina independente de proteína G, têm resultado em aumento da 

proliferação, sobrevivência, expressão de fatores angiogênicos e migração de células derivadas 

de tumor em resposta à ativação do PAR-2 (adaptado de Kularathna et al., 2014). 

 

As triptases são uma família de serino-proteases semelhantes a tripsina presentes em 

grandes quantidades nos grânulos de secreção de mastócitos humanos e animais (Trivedi e 

Caughey, 2010). Os genes da triptase humana estão agrupados no cromossomo 16p13.3 e 

compreendem cinco locus. TPSG1 codifica gama-triptase, TPSB2 codifica betaII e betaIII-triptases, 

TPSAB1 codifica alfa-triptase e betaI-triptase, TPSD1 é responsável pela delta-triptase e TPSE1 

codifica epsilon-triptase (Trivedi et al., 2008). A triptase humana é considerada praticamente 

específica dos mastócitos, que podem conter grandes quantidades, até 35 pg por célula (Schwartz 

et al., 1987). Os basófilos também contêm e liberam a triptase (Castells et al., 1987), mas não 

representam contribuintes importantes para os níveis de triptase (Vitte, 2015). Sendo assim os 

mastócitos, e mais especificamente a triptase, constituem alvos potencialmente interessantes 

para interferência durante a progressão tumoral. 

PAR-2 
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2. OBJETIVOS  

Tendo em vista o potencial tumorigênico das moléculas identificadas, citados anteriormente, os 

objetivos deste trabalho se embasam na caracterização funcional dos alvos moleculares, α-

manosidade II e Triptase, para terapia em modelo de câncer de cérvice. 

Objetivos específicos: 

- Caracterizar o papel do inibidor de α-manosidase, Swainsonina, em terapia para tumores 

associados ao HPV, em células tumorais e no infiltrado inflamatório. 

-Estudar a interação dos mastócitos com as células tumorais com o intuito de avaliar o seu papel 

na tumorigênese, sendo estas células fontes de altas concentrações de triptase. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Linhagens celulares 

Foram utilizadas, principalmente, as seguintes linhagens celulares para a realização deste 

projeto: TC-1, células derivadas de epitélio pulmonar, transduzidas com vetor retroviral contendo 

os oncogenes E6 e E7 de HPV16 e Ha-ras (Lin et al., 1996) e PT-18 (Pluznik et al., 1984), linhagem 

de mastócito derivada de baço murino. Estas linhagens celulares foram doadas gentilmente pelo 

Dr. T-C Wu da Universidade Johns Hopkins e pela Dra. Eliana Faquim de Lima Mauro do Instituto 

Butantan, respectivamente. As linhagens foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% 

Soro Fetal Bovino e mantidas a 37oC, em atmosfera de 5% CO2. Outras linhagens de câncer cervical 

como: HeLa, SiHa, Caski, SW750, C33A, foram cultivadas para obtenção de lisados celulares para 

Western blotting, bem como queratinócitos primários (PHK) e imortalizados (HACAT). Sendo que, 

estas linhagens citadas acima, tem origem ATCC. No caso específico da linhagem PT18, foi 

adicionado à cultura 10% de meio condicionado pela linhagem celular WEHI-2B, sendo IL-3 um 

dos fatores produzidos por estas células. 

 Culturas monocamadas de TC-1 (5x103 células/poço) foram tratadas com concentrações 

variáveis de Swainsonina (0,5, 1 e 2 µg/mL de SW) (S9263, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 

3 dias para testar a citotoxicidade da droga. No final do período de incubação, as células foram 

colhidas e contadas para estimar o número de células e viabilidade, com de Azul de Trypan. 

 

3.2 Animais 

Para o modelo de crescimento tumoral subcultâneo foram utilizadas fêmeas RAG1-/- 

(B6.129S7- Rag1tm1Mom/J, Jackson Laboratories) e C57Black/6. Estas foram mantidas em condições 

spf (specific pathogen free) com água e ração ad libdum no biotério do Instituto de Ciências 

Biomédicas IV da USP. 
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3.3 Modelo subcultâneo de indução de tumores TC-1 

Para o experimento de caracterização do efeito da inibição de α–manosidase II, foram 

inoculadas 105 células TC-1 em 100 µL de PBS suplementado com 1 mM de CaCl2 e 0,5 mM de 

MgCl2, subcutaneamente no dorso lateral de camundongos C57Black/6 fêmeas, no tempo zero. 

Quando os tumores atingiram aproximadamente 2 mm de diâmetro, nós iniciamos tratamento 

diário, intraperitoneal, com 4 mg/kg de Swainsonina ou PBS durante 7 dias. Após o início do 

tratamento as dimensões dos tumores foram mensuradas com auxílio de um paquímetro para a 

avaliação da cinética tumoral. 

Semelhantemente o experimento in vivo de caracterização do papel de mastócitos na 

cinética de crescimento foi realizado, entretanto foram utilizados camundongos fêmeas da 

linhagem C57Black/6 RAG1-/-. No primeiro grupo foram injetadas 105 células TC-1 (grupo 

controle) e no segundo uma co-cultura de TC-1 e PT-18 em 100 µL de PBS suplementado com 1 

mM de CaCl2 e 0,5 mM de MgCl2, ambas na concentração de 105 células (na razão 1:1). Quando 

os tumores atingiram aproximadamente 2 mm de diâmetro, nós iniciamos tratamento diário, 

intraperitoneal, com 100 mg/kg de Cromolyn ou PBS durante 7 dias 

Em ambos os experimentos os animais foram sacrificados quando os tumores atingiriam 

um tamanho próximo de 10 mm. 

 

3.4 Caracterização do perfil inflamatório dos animais 

3.4.1. Preparação das suspensões celulares 

Após a extração, os baços foram dissociados mecanicamente em tampão MTH – Mouse 

Tonic Hanks (Hanks Salt Buffered Solution 1X com 15 nmol/L de HEPES pH 7,4, 0.5 U/mL de DNase 

e 5% de SFB). Seguido de tratamento com tampão hipotônico ACK (0,15 M de NH4Cl, 10 mM de 

KHCO3 e 0,1 mM de EDTA) para lise das hemácias. Para obtenção das suspensões de células dos 

tumores, estes foram submetidos à digestão com 1 mg/mL de Colagenase I/IV (Worthington 

Biochemical Corporation, EUA) em MTH, por aproximadamente 30 minutos, à 37oC, sob agitação 

de 1250 rpm em Thermomixer (Eppendorf, Alemanha). Por fim, todas as suspensões obtidas 
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foram contadas em câmara de Neubauer e a viabilidade foi avaliada com a coloração do Azul de 

Trypan. 

 

3.4.2 Citometria de fluxo 

As células obtidas dos tumores e baços foram incubadas com Fc block por 15 minutos em 

gelo. Este anticorpo reconhece um epítopo compartilhado por CD16 (Fc gama III receptor) e CD32 

(Fc gama III receptor), bloqueando ligações inespecíficas dos anticorpos usados. A seguir, foi 

realizada a marcação das células com diferentes painéis de anticorpos contra marcadores de 

superfície, observados nas tabelas abaixo:  

Tabela 1 – Painel de anticorpos utilizados para imunofenotipagem de tumores animais tratados 

com SW. Na tabela estão dispostos os fluorocromos, as populações de interesse e os fabricantes. 

Anticorpo Clone População de interesse Fabricante 

anti-CD45 APC 30-F11 Leucócitos BD Biosciences 

anti-CD11b FITC FAB1124F Mielóides R&D Systems 

anti-F4/80 PECy5  BM8 Macrófagos eBioscience 

anti-Ly6C Pacific  AL-21 Monócitos eBioscience 

anti-Ly6G PECy7 1A8 Granulócitos BD Biosciences 

 

Tabela 2 – Painel de anticorpos utilizados para imunofenotipagem dos baços de animais 

tratados com SW. Na tabela estão dispostos os fluorocromos, as populações de interesse e os 

fabricantes. 

Anticorpo Clone População de interesse Fabricante 

anti-CD3 APC 145-2C11 Linfócitos T BD Biosciences 

anti-CD11b FITC FAB1124F Mielóides R&D Systems 

anti-CD8 PE  53-6.7 Linfócitos T CD8+ eBioscience 

anti-Ly6C Pacific  AL-21 Monócitos eBioscience 

anti-Ly6G PECy7 1A8 Granulócitos BD Biosciences 
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Tabela 3 – Anticorpos utilizados na caracterização dos marcadores de superfícies da linhagem 

celular PT18. As marcações foram realizadas separadamente. Na tabela estão dispostos os 

fluorocromos, as populações de interesse e os fabricantes. 

Anticorpo Clone População de interesse Fabricante 

anti-CD45 APC 30-F11 Leucócitos BD Biosciences 

anti-CD11b FITC FAB1124F Mielóides R&D Systems 

anti-FcERI APCCy7 MAR-1 Mastócitos BD Biosciences 

anti-CD117 PE Ack45 Mastócitos eBioscience 

 

 

 Os anticorpos foram incubados durante 20 minutos com as suspensões celulares em gelo, 

então estas foram lavadas com MTH e ressuspendidas no mesmo para aquisição no citômetro de 

fluxo (FACSCANTO II). Para os experimentos de ciclo celular, as células foram fixadas e 

permeabilizadas com 2% de formaldeído e então tratadas com DAPI na concentração de 10 

μg/mL, após a marcação de superfície, seja com anti-CD45 APC (para o ensaio de ciclo celular em 

tumores tratados com SW), seja com anti-FcERI APCCy7 (para os ensaios de ciclo celular de 

esferóides TC-1/PT18). Quando usado para a finalidade de viabilidade celular, como no caso da 

cinética dos esferóides TC-1/PT18, a concentração empregada foi de 0,1 μg/mL. Ambos os 

protocolos de ciclo celular e de marcação de viabilidade celular foram realizados conforme o 

descrito por (Gordon et al., 2003). No ensaio para avaliar a quantidade de células endoteliais em 

tumores de animais RAG1-/- inoculados com TC-1 e TC-1/PT18, foi utilizado o anticorpo anti-CD31 

biotinilado, e a marcação com estrepto-avidina PECy7.  

 As análises dos experimentos de citometria de fluxo foram realizadas no software FlowJo 

V10, com diferentes estratégias para as diferentes finalidades, mas partindo sempre da seleção 

das populações com os parâmetros SSC-A por FSC-A e a exclusão de agregados celulares pelos 

parâmetros FSC-H e FSC-A. 
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3.4.3 Cell Sorting 

As células foram selecionadas usando esferas metálicas conjugadas com anticorpo anti-

CD45 por 15 minutos em gelo e submetidas para a seleção positiva do infiltrado inflamatório dos 

tumores em colunas de seleção magnéticas (Miltenyi Biotech). Após as 3 lavagens com MTH, as 

células foram recuperadas e contadas para serem utilizadas nos ensaios de atividade de iNOS e 

Arginase. Desta mesma forma foram obtidas as células CD11b+ positivas do baço, utilizadas no 

ensaio de supressão de linfócitos T. 

 

3.4.4 Atividade de iNOS e Arginase 

Células do infiltrado inflamatório dos tumores e os macrófagos peritoneais (PM) foram 

tratadas com 100 U/mL IFN-γ (Peprotech) e 10 ng/mL LPS e/ou 2 mg/mL de Swainsonina, e 

incubadas por 72h, a 37oC, em placas de cultura de 96 poços em RPMI. O sobrenadante foi 

utilizado para o ensaio de atividade de iNOSII. O método utilizado para a quantificação de iNOSII 

consiste na detecção de nitrito, estado detectável do óxido nítrico (NO), pelo teste de Griess 

(Hibbs et al., 1988), no qual as amostras são colocadas em contato com o reagente, gerando uma 

reação colorimétrica, lida em comprimento de onda 540 nm em espectrofotômetro. 

Para a quantificação da atividade da enzima arginase, nós quantificamos a concentração 

de uréia, um dos produtos da reação catalisada pela arginase a partir de arginina, através de um 

método colorimétrico. A enzima presente nos lisados celulares foi ativada pelo aquecimento do 

lisado em 55-60oC por 10 minutos e a reação de hidrólise de seu substrato L-arginina foi feita pela 

incubação da primeira proteína a 37oC por uma hora e interrompida pela solução ácida 

(H2SO4:H3PO4:H2O, 1:3:7). Finalmente, foi adicionada α-isonitrosopropiofinona (9% em etanol 

absoluto), e as reações foram incubadas a 100oC por 45 minutos e depois incubadas por 10 

minutos a temperatura ambiente. A concentração de ureia foi determinada então por leitura das 

amostras e curva padrão em espectrofotômetro a 550 nm. Alíquotas do lisado das células foram 

utilizadas para a quantificação de proteínas por meio do ensaio de Bradford, normalizando a 

quantidade de proteínas em relação aos dois parâmetros colorimétricos. O resultado da 

quantificação de ambas as enzimas foi normalizado pela concentração de proteína e partir disso, 

foi feita uma razão dos valores obtidos pelo respectivo grupo controle. 
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3.4.5 Ensaio de inibição da proliferação de linfócitos T por MDSCs 

Células de linfonodos de animais naive foram marcadas com corante vital Violet 

Proliferation Dye 450 (BD Biosciences, Carlsbad, CA) e foram plaqueadas 2x105 células/poço em 

placas de 96 poços e tratadas com uma combinação de 10 ng/ml de PMA e 1 mg/ml de ionomicina 

(PI). Esplenócitos CD11b+ foram adicionados às culturas, na proporção de 4 linfócitos/célula 

mielóide. Após 4 dias de incubação, as células foram colhidas, marcadas com anticorpos anti-CD4 

e anti-CD8 conjugados com fluoróforos e analisadas por citometria de fluxo, utilizando um 

FACSCanto (BD Biosciences, Carlsbad, CA), onde, pelo menos 30.000 eventos foram adquiridos.  

 

3.5 Western blotting 

 Inicialmente foram preparados os lisados celulares. As linhagens de células tumorais 

derivadas de tumores do colo uterino, C33A (HPV-), HeLa (HPV18) e SiHa (HPV16), HaCat 

(linhagem de queratinócitos imortalizados), PHK (queratinócitos primários), TC-1 e PT18, foram 

cultivadas nas condições já descritas. O lavado peritoneal foi obtido com a injeção de 5 mL de PBS 

na cavidade peritoneal de camundongos C57Black/6. Sendo assim, 4.106 células de cada linhagem 

foram diluídas em 100 μL de tampão RIPA (150 mM cloreto de sódio, 1% Triton X-100, 0,5% 

desoxicolato de sódio, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0) com coquetel de inibidores de proteases 

em concentração indicada pelo fabricante (Sigma, EUA), e agitadas no vórtex em velocidade alta. 

As células foram incubadas por 30 minutos em gelo, centrifugadas por 5 minutos a 12.000 rpm e 

o sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteína pelo ensaio de Bradford. Tendo as 

concentrações de cada lisado, foram adicionadas 50 μg/μL no gel de poliacrilamida 10% e estes 

foram submetidos à separação por SDS-PAGE em condições redutoras como descrito por Laemmli 

(1970). O lisado de MFC7 (linhagem de câncer de mama) foi utilizado como controle negativo do 

ensaio, doado pela ABCAM (fabricante do anticorpo anti-triptase). Ao fim da corrida, as proteínas 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Heathcare, EUA), utilizando o aparato 

em sistema úmido (BioRad Laboratories, EUA), sob corrente constante de 150 mA em tampão de 

transferência (Tris 250 mM, pH 8,3; Glicina 192 mM; metanol 20% v/v), como descrito por Towbin 

e colaboradores (1979). Uma vez feita a transferência, a membrana foi corada com Ponceau S 
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(Sigma-Aldrich, EUA), seguida de bloqueio com solução de 10% de leite desnatado (Nestlé, Brasil) 

em PBS 10mM, por 1 horas a temperatura ambiente, sob agitação. 

 Após o bloqueio foi realizado o Immunoblotting, onde a membrana foi submetida à 

imunodetecção de triptase com o anticorpo monoclonal EPR9522 (Abcam, Reino Unido) na 

diluição de 1:2000 em solução de bloqueio. Após a incubação overnight à 4oC, sob agitação, a 

membrana foi lavada por 3 vezes de 5 minutos cada, com PBS-Tween 20 a 0,05% (Synth, Brasil). 

Uma vez lavada, a membrana foi incubada com anti-IgG de coelho acoplado com HRP (Cell 

Signling Technology, EUA) na diluição de 1:3000, por 1 hora, à temperatura ambiente, sob 

agitação. A revelação foi feita com Amershan ECL (GE Healthcare, EUA) e capturada no G-BOX.  

 

3.6 Avaliação da expressão de Triptase pela linhagem PT18 por Imunofluorescência 

Células PT18 (4.104) foram sedimentadas em lâminas através de Cytospin, foram fixadas 

com 1% de formaldeído, permeabilizadas com metanol, lavadas com PBS e bloqueadas com PBS 

com 5% de SFB, 0.5% Tween e anticorpo Fc block (1: 100) por 30 minutos. As células foram então 

marcadas com anticorpo anti-triptase AA1 (Abcam, Reino Unido) de camundongo (1:100) por 30 

minutos. Após 3 lavagens com PBS, foi aplicado o anticorpo secundário, anti-mouse IgG Alexa 488 

por 30 minutos. Foram feitas 3 lavagens e as lâminas foram finalizadas com meio de montagem 

contendo DAPI.  

 

3.7 Cultura de esferoides tumorais 

Para a geração dos esferoides de TC-1, foram cultivadas 5.103 ou 15.103 células sobre uma 

cama de agarose 1% em placas de 96 poços por 24 horas em meio RPMI/SFB 10%. A adição das 

células PT18 foi realizada de duas formas diferentes, diretamente na formação do esferoide com 

a TC-1, ou alternativamente no segundo dia. Ambas as condições na proporção 1:1 de células. O 

ensaio foi realizado na presença e na ausência de IL-3 recombinante de camundongo (Invitrogen, 

EUA) a 10 ng/mL, sendo este fator importante para a manutenção da linhagem celular de 

mastócitos PT-18. 
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3.8 Ensaio de detecção da atividade de β-hexosaminidase de mastócitos 

No terceiro dia de cultura dos esferoides, os controles positivos receberam um tratamento 

com veneno de L. gaucho (30 ug/poço) por uma hora. Após a incubação o sobrenadante foi 

transferido para poços vazios e o pellet restante foi lisado com uma solução de 0,5% de Triton X-

100. Então foi adicionado o substrato (1.3 mg/ml) em toda a placa e esta foi incubada por 16 

horas à 37oC. No dia seguinte o ensaio foi revelado com solução Glicina pH 2.8 e a D.O. foi lida a 

405 nm. A porcentagem de desgranulação foi determinada através da razão das densidades 

ópticas dos sobrenadantes e dos lisados da cultura. 

 

3.9 Cinética de crescimento dos esferoides tumorais com mastócitos 

Os esferoides previamente preparados, foram submetidos à digestão com 1 mg/mL de 

Colagenase I/IV (Worthington Biochemical Corporation, EUA) e 10% de acutase (Invitrogen, EUA) 

em MTH, por uma hora, à 37oC, sob agitação de 1250 rpm em Thermomixer (Eppendorf, 

Alemanha). Uma alíquota de 10 μL das suspensões obtidas foi usada para contagem de células 

em câmara de Neubauer. O restante foi utilizado para marcação com anticorpo anti-FcƐRI para 

quantificar os mastócitos por FACS e desta forma quantificar as células TC-1 das co-culturas 

também. Adicionalmente, estas células foram marcadas com DAPI para duas finalidades, ciclo 

celular e viabilidade, como descrito no item 3.4.2. 

 

3.10 Análise estatística 

 A análise estatística dos dados foi realizada por análise de variância (ANOVA), seguida do 

teste de Tukey para comparações múltiplas ou pelo teste t de Student para distribuição normal e 

apenas duas variáveis. Sendo consideradas significantes as diferenças cujas as probabilidades de 

erro forem menores que 5% (p<0.05). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA α-MANOSIDASE EM TUMORES ASSOCIADOS AO HPV  

 

Em um trabalho anterior de nosso grupo, foi realizado o procedimento de Biopanning 

utilizando uma biblioteca comercial de Peptide phage display com 7 resíduos de aminoácidos e 

linhagens celulares derivadas de cânceres cervicais, HeLa e SiHa. Foram identificadas sequências 

peptídicas que exibiram diferentes níveis de enriquecimento após 3 etapas de seleção. O 

sequenciamento mostrou 71,4 a 100% de similaridade com a α-manosidase. As α-manosidases 

são expressas no retículo endoplasmático e nos lisossomos, onde desempenham um papel na 

síntese de glicoproteínas que afetam diretamente na função ou na estabilidade (Rose, 2012). 

Estivemos particularmente interessados no papel potencial da α-manosidase no estroma 

tumoral, devido à sua expressão por macrófagos, e os dados mostram que o bloqueio 

farmacológico desta enzima com Swainsonina (SW) pode modular o fenótipo dos macrófagos 

(Chen et al., 2011). Importante ressaltar que a sequência foi identificada como sendo α-

manosidase, isto significa que as moléculas que se ligam a esta enzima, provavelmente 

substratos, devem ser abundantes nas células tumorais.  

A expressão de α-manosidase em lesões cervicais e câncer cervical foi então investigada. 

Observa-se que os tecidos cervicais expressam α-manosidase, e que a expressão líquida foi maior 

em lesões de alto grau e câncer em comparação com a mucosa normal. Isto se deve, 

provavelmente, ao aumento do número de células que expressam a enzima, incluindo leucócitos 

presentes no estroma tumoral, em vez de uma maior expressão proteica por célula (FIGURA 4B). 

Sendo assim, levantamos a hipótese de que a atividade da α-manosidase pode ser importante 

para a progressão de tumores cervicais. 

 

4.1.1 α-manosidase é expressa nos tumores TC-1, entretanto o tratamento com Swainsonina 

não tem efeito na proliferação de células tumorais in vitro 

A inibição da α-manosidase com o inibidor farmacológico, Swainsonina (SW), demonstrou 

causar efeitos antitumorais, seja inibindo a metástase ou o próprio crescimento do tumor (Yu, X. 

et al., 2016; Ma et al., 2018). Decidimos testar se o uso de SW poderia inibir a proliferação de 
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linhagens câncer cervical e o crescimento do tumor. O laboratório de imunomodulação vem 

trabalhando com o modelo tumoral experimental TC-1 há muitos anos, e a maior vantagem dessa 

linhagem, além de expressar HPV16 E6 e E7, é que é isogênica para camundongos C57Black/6 e, 

portanto, pode ser testada em um contexto imunocompetente. 

Primeiramente, extraímos tumores TC-1 e depois separamos as células CD45+ do resto das 

células tumorais e avaliamos a expressão de α-manosidase em ambos os compartimentos. Como 

mostrado na figura 7A, ambas as células CD45- e CD45+ expressam a α-manosidase in vivo. Este 

resultado concorda com a observação anterior de que as células do estroma dos tumores do colo 

do útero expressavam α-manosidase (FIGURA 4A). Sendo assim, testamos se o inibidor de α-

manosidase (SW) poderia interferir na proliferação de células TC-1 in vitro. Entretanto, não 

detectamos alteração na viabilidade ou proliferação destas células, como observado na figura 7B. 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 7 - O tratamento com Swainsonina não inibe a proliferação de células tumorais in vitro. 

(A) As suspensões de células foram obtidas de tumores TC-1 crescidos em camundongos 

C57Black/6 e extraídos quando atingiram 1 cm de diâmetro. Os leucócitos foram separados das 

outras células por seleção positiva utilizando esferas metálicas conjugadas à anti-CD45. Ambas as 

populações de células foram lisadas para ensaio de western blotting e detecção de α-manosidase 

e β-tubulina. (B) Curva dose-resposta de células TC-1 tratadas durante 3 dias com concentrações 

indicadas de SW.  
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4.1.2 A Swainsonina modula parcialmente os macrófagos associados ao tumor 

Como mostrado na figura 10 e já demonstrado anteriormente (Lepique et al., 2009), a 

maioria das células CD45+ dos tumores TC-1 são macrófagos. Portanto, isolamos os macrófagos 

associados ao tumor (TAM) para testar se a inibição de α-manosidase poderia modular seu 

fenótipo. Comparando macrófagos tumorais com macrófagos residentes peritoneais (PM), 

observamos que a SW não teve efeito, isoladamente ou em combinação com o tratamento com 

LPS e IFN-γ, na atividade de Arginase. Entretanto podemos observar uma pequena, mas 

significativa, modulação dos macrófagos tumorais na atividade de iNOS quando tratados apenas 

com SW (FIGURA 8A). Arginase e iNOS são marcadores clássicos de fenótipo M2 e M1 de 

macrófagos, respectivamente.  

Em relação à produção de citocinas, que é uma característica essencial do microambiente 

tumoral, observamos que o tratamento combinado com LPS e IFN-γ (LI) levou a um aumento 

significativo na secreção de IL-10 pelos TAM, que foi neutralizado pela SW. O mesmo foi 

observado com IL-6, em que a expressão de IL-6 foi induzida por LI em TAM, mas o co-tratamento 

com SW contrabalançou seu efeito (a barra indica a diferença entre TAM tratado com LI e LI mais 

SW). Observamos também que CCL2, que foi secretada pelos TAM, como descrito anteriormente 

(Stone, Rossetti, Lima, et al., 2014), apresentou uma concentração significativamente menor 

quando as células foram tratadas com uma combinação de SW e LI. CCL2 é importante para o 

recrutamento de monócitos e modulação de macrófagos para um viés M2 (Pahler et al., 2008; 

Sierra-Filardi et al., 2014). Portanto, a inibição da secreção de CCL2 pode ser um efeito 

interessante da SW em tumores. Finalmente, observamos que o tratamento com LI induziu 

secreção de IFN-γ por TAMs, potencializado pela ação da SW (FIGURA 9B). Estes resultados 

indicaram que o SW não era um forte modulador do fenótipo dos macrófagos, mas poderia 

suprimir algumas características importantes da TAM, como a ativação induzida pela secreção de 

IL-10 e CCL2 (Lepique et al., 2009). 
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Figura 8 - A Swainsonina modula parcialmente os macrófagos associados ao tumor. (A) 

Atividade de Arginase e iNOS detectada em lisados e sobrenadantes, respectivamente, de 

macrófagos peritoneais (PM) ou macrófagos associados a tumores (TAM). A suspensão de 

macrófagos peritoniais foi obtida através do lavado da cavidade peritoneal de camundongos 

C57Bl/6 e os macrófagos tumorais selecionados de tumores TC-1. As culturas foram estimuladas 

durante 3 dias com 2 µg/mL de SW e/ou combinação de 100U/mL de IFN-γ e 10 ng/mL de LPS (LI). 

(B) Dosagem de citocinas do sobrenadante das culturas, descritas acima, realizada utilizando o kit 

CBA de citocinas inflamatórias (BD Biosciences) e citometria de fluxo. Experimento realizado pela 

aluna de iniciação científica Marcela Cipelli. 

 

4.1.3 O tratamento de camundongos com o inibidor de α-manosidase II (SW) potencializa o 

crescimento tumoral 

Embora a SW não tenha mostrado efeito direto na proliferação de células tumorais, os 

resultados descritos acima nos levaram a investigar se a SW poderia ter algum efeito no 

crescimento do tumor, principalmente através da modulação do microambiente tumoral. Dados 

anteriores do laboratório de Imunomodulação mostram que TAM pode inibir respostas de células 

T anti-tumorais (Lepique et al., 2009). Sendo assim, nosso racional foi que a modulação do 
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fenótipo dos macrófagos poderia inibir o crescimento do tumor. Para testar essa hipótese, 

usamos o modelo de indução de tumores murinos com células TC-1 e tratamos os camundongos 

com SW para observar o crescimento do tumor. Após o tratamento, ficamos surpresos ao 

observar que tumores em camundongos tratados cresceram significativamente mais rápido que 

tumores em camundongos controle (PBS) (FIGURA 9). 

 

 

Figura 9 – Cinética de crescimento tumoral. Camundongos fêmeas C57Bl/6 receberam a injeção de 

105 células TC-1 e quando os tumores se apresentaram palpáveis, foi iniciado o tratamento diário 

com 4 mg/kg SW ou PBS, durante 7 dias consecutivos. Os dados são representados em gráficos 

box-plots e as linhas tracejadas indicam a variação no crescimento do tumor nos dias 14 e 21 após 

a injeção de células tumorais entre os grupos tratados com SW e PBS. Os gráficos demonstram o 

resultado de 3 experimentos com n=5 animais por grupo. Os resultados foram comparados pelo 

teste U de Mann-Whitney, com valor de p indicado. 

 

4.1.4 Tumores de animais tratados com SW recrutam menos infiltrado inflamatório, composto 

principalmente de células mielóides, que os tumores controle 

Com o intuito de investigar o motivo pelo qual a droga potencializou o crescimento 

tumoral, fomos investigar o infiltrado inflamatório dos tumores do grupo SW e PBS. Após o 

processamento dos tumores, as suspensões de células obtidas foram utilizadas para o ensaio de 

imunofenotipagem por citometria de fluxo. Curiosamente, houve uma inibição significativa no 

recrutamento de células para o microambiente tumoral em animais tratados com SW (FIGURA 
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10). Embora não tenhamos testado a concentração de CCL2 em animais tratados com SW, este 

resultado corrobora com a observação de que o SW pode diminuir a secreção de CCL2 pelos TAM, 

reduzindo o recrutamento de células para o microambiente tumoral. O tratamento com SW 

reduziu significativamente também as células mielóides (CD11b+) negativas para o marcador de 

macrófagos F4/80. 

 

Figura 10 - Frequência de leucócitos infiltrantes tumorais determinada por citometria de fluxo. 

Após dissecção, os tumores foram digeridos com colagenase e as suspensões de células marcadas 

com anti-CD45, anti-CD11b e anti-F4/80. À esquerda um representativo da análise realizada no 

programa FlowJo (média±SEM) e à direita a representação gráfica da quantificação desta 

fenotipagem. A análise estatística foi realizada por Teste t. 

 

4.1.5 A SW aumenta significativamente a leucocitose no baço 

Já foi mostrado anteriormente que os tumores TC-1, bem como tumores cervicais em 

pacientes, exibem efeitos sistêmicos nas células do sistema imunológico (Mabuchi et al., 2014; 

Stone, Rossetti, Lima, et al., 2014; Alvarez et al., 2017). Deste modo, na busca de evidências dos 

efeitos sistêmicos causados pelo estabelecimento do tumor e pelo tratamento com SW, os baços 

dos animais foram dissociados mecanicamente, as hemácias foram lisadas e a suspenção de 

células nucleadas resultante foi utilizada para contagem em câmera Neubauer e para 

imunofenotipagem. Houve um aumento significativo na celularidade, evidenciando possível 

esplenomegalia nos animais tratados com SW.  
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Na imunofenotipagem foram observadas diferenças nos compartimentos linfoide e 

mielóide nas células do baço de animais tratados em relação ao grupo controle, observadas na 

figura 11. Podemos observar na figura 11B uma diminuição de células T CD8+, sugerindo uma 

diminuição de células citotóxicas. Em relação às populações mielóides, ambos os grupos 

portadores de tumor tiveram frequências significativamente maiores de células CD11b+Ly6C++ 

Ly6G+ no baço do que os controles naive. Entre os camundongos portadores de tumor tratados 

com SW e PBS, observou-se que os animais tratados com SW tinham uma frequência 

significativamente maior de esplenócitos CD11b+Ly6C+Ly6G++ (FIGURA 11C). Estas populações 

mielóides foram descritas na literatura como células mieloderivadas supressoras monocíticas ou 

granulocíticas (Tcyganov et al., 2018).  
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Figura 11 - Fenotipagem do baço de camundongos naive e com tumor tratados com SW ou com 

veículo. (A) Os baços dos camundongos foram mecanicamente dissociados e as supressões 

celulares foram contadas na câmara de Neubauer. As suspenções de células dos baços de 

camundongos portadores de tumor (tratados com SW ou PBS) ou naive foram marcadas com 

anticorpo anti-CD8 (B), com anti-CD11b, anti-Ly6C e anti-Ly6G (C) e adquiridas no citômetro de 

fluxo. À esquerda um representativo da análise realizada no programa FlowJo (média±SEM) e à 

direita a representação gráfica da quantificação da fenotipagem. Dados referentes a 3 

experimentos independentes com n=3 animais por grupo. A análise estatística foi realizada por 

One-Way ANOVA e Tukey. 

 

Interessantemente, em camundongos naive, o tratamento com SW diminuiu a 

frequência geral de células CD11b+, mas nenhuma mudança nas subpopulações de Ly6C e Ly6G 

foi observada (FIGURA 12B). Mais que isso, com o tratamento ocorre um aumento de células T 

CD8+ no baço, diferentemente do observado nos animais com tumor (FIGURA 12A). Estes 

A B 
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resultados mostram que em camundongos portadores de tumor, a SW potencializou os efeitos 

sistêmicos desencadeados pelo tumor, entretanto não tem efeito isoladamente. 

 

 

Figura 12 - Fenotipagem do baço de camundongos livres de tumor tratados com SW e com 

veículo. As suspenções de células dos baços foram preparadas por dissociação mecânica e foram 

marcadas com anticorpo anti-CD8 (A), com anti-CD11b, anti-Ly6C e anti-Ly6G (B) e adquiridas no 

citômetro de fluxo. À esquerda um representativo da análise realizada no programa FlowJo 

(média±SEM) e à direita a representação gráfica da quantificação da fenotipagem. Dados 

referentes a um experimento com n=3 por grupo. A análise estatística foi realizada por Teste t, 

onde p<0.05. 

 

 

 

A 
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4.1.6 O tratamento com SW promove a supressão de células T através de MDSC 

Tendo em vista que o tratamento com SW coopera com o tumor para o acúmulo de células 

mielóides no baço dos animais com o fenótipo potencialmente supressor, resolvemos comprovar 

se tais células realmente apresentam atividade supressora sob a proliferação de linfócitos T. Para 

isto as células CD11b+ do baço dos animais foram enriquecidas por seleção magnética e colocadas 

em co-cultivo com linfócitos T previamente marcados e estimulados. E o efeito inibitório das 

células mielóides foi avaliado por citometria de fluxo. Observamos que esplenócitos do grupo 

tratado com SW inibiram significativamente a proliferação de células T em comparação com os 

outros grupos (FIGURA 13A). Entretanto, esplenócitos de camundongos naive tratados com SW 

aumentaram a proliferação de células T CD8+, ao invés de inibir (FIGURA 13B). Esses resultados 

indicaram que a SW potencializa o ambiente supressivo causado pelos tumores TC-1, 

aumentando a população de células mielóides supressoras. 
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Figura 13 - Ensaio de supressão da proliferação de linfócitos T por MDSC. Esplenócitos CD11b+ 

enriquecidos de camundongos naive ou portadores de tumor tratados com SW ou PBS foram co-

cultivados por 4 dias com células T virgens previamente marcadas e estimuladas, na proporção 

de 1: 4. As células T foram marcadas com Cell Dye e estimuladas com 10 ng/ml de PMA e 1 mg/ml 

de Ionomicina (PI). Após coletadas, as células foram marcadas com anti-CD4 e anti-CD8 e 

analisadas por citometria de fluxo, utilizando um FACSCAnto, onde, pelo menos, 10.000 eventos 

foram adquiridos. Um total de 3 animais foram analisados por experimento em triplicatas. Dados 

referentes a um experimento. (A) Ensaio de supressão da proliferação de células T com células de 

baço CD11b+ de camundongos portadores de tumor. A análise estatística foi realizada por One-

Way ANOVA e Tukey. (B) O mesmo ensaio utilizando esplenócitos de camundongos livres de 

tumor tratados com SW. A análise estatística foi realizada por Teste T, onde p<0.05. 

A 

B 
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4.1.7 A imunossupressão exacerbada causada pelo tratamento terapêutico com SW pode estar 

relacionada com alterações na ativação de vias de sinalização intracelulares nos esplenócitos 

As atividades de STAT3 e NF-κB foram associadas a diferentes fenótipos de leucócitos e 

respostas antitumorais (Wang et al., 2014). Sendo assim foram preparados lisados celulares de 

esplenócitos de camundongos naive ou portadores de tumor tratados com SW ou PBS e estes 

foram testados por western blotting para ambas as vias de sinalizações citadas acima. Esta 

caracterização mostrou que houve maior expressão de fosfo-STAT3 nos esplenócitos de 

camundongos portadores de tumor em relação aos naive, independentemente do tratamento 

com SW. Por outro lado, a expressão de fosfo-p65 NF-κB nos esplenócitos foi menor em 

camundongos portadores de tumor tratados com SW, do que em camundongos com tumor 

tratados com veículo, e mesmo inferior a expressão observada em esplenócitos de camundongos 

naive (FIGURA 14). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Western blotting mostrando a expressão de fosfo (p) e total de NF-κB e STAT3 em 

lisados de baço. A β-actina foi usada como controle. Preparações de baço de 3 camundongos 

diferentes por grupo foram usadas neste experimento. O gráfico à direita mostra as razões de 

expressão calculadas da seguinte forma: o valor densitométrico de cada banda foi dividido pelo 

respectivo valor de densitometria de β-actina para normalizar a expressão de cada uma das 

proteínas; os valores normalizados de p-NF-κB foram divididos por valores normalizados de NF-

κB, e o mesmo foi feito com STAT3. 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO DA TRIPTASE DE MASTÓCITOS EM TUMORES ASSOCIADOS AO HPV 

 

4.2.1 Avaliação da expressão de Triptase pela linhagem celular PT-18 

 Os mastócitos estão descritos na literatura como células amplamente distribuídas e 

encontradas em diversos tecidos e de diferentes origens. E podem ser classificados como 

produtores de Triptase, produtores de Quimase ou produtores de ambas as enzimas. 

 Para que se tornasse viável a caracterização do papel da triptase na progressão tumoral, 

fez-se necessário a criação de um modelo de estudo. Resolvemos utilizar a linhagem celular 

murina PT18 para avaliar os efeitos da interação dos mastócitos com as células tumorais, tanto in 

vitro, como in vivo. Para isto, o primeiro fator que fomos investigar foi a expressão de Triptase, 

nosso alvo em questão, por esta linhagem. Duas técnicas foram empregadas, Western Blotting 

(FIGURA 15) e Imunofluorescência (FIGURA 16). 

 

Figura 15- Avaliação da expressão de triptase pela linhagem celular PT18. Western blotting para 

triptase em linhagens de células tumorais derivadas de tumores do colo uterino, C33A, HeLa e 

SiHa, de câncer de mama MFC7, de queratinócitos imortalizados HaCat, queratinócitos primários 

PHK, células tumorais TC-1, lavado peritoneal de camundongos C57Black/6 (per) e células PT-18. 

 

 Por Western Blotting, a expressão da Triptase foi evidenciada por uma banda específica 

com aproximadamente 30 KDa, que apareceu apenas nas amostras de lisados de PT18 e do lavado 

peritoneal de camundongos, como era de se esperar, já que este contém mastócitos entre outras 

células. 
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Figure 16- Imunodetecção de triptase por imunofluorescência. Células PT18 foram 

sedimentadas em lâminas através de Cytospin, foram fixadas com formaldeído, permeabilizadas 

com metanol e bloqueadas com PBS com SFB e anticorpo Fc block. As células foram então 

marcadas com anticorpo anti-triptase e em seguida com anticorpo secundário, anti-mouse IgG 

Alexa 488. As lâminas foram finalizadas com meio de montagem contendo DAPI. (A) Expressão 

de triptase pelas células PT18. (B) Controle negativo, apenas o anticorpo secundário sem o 

primário anti-triptase. 

 

 Através da imunofluorescência foi possível visualizar a co-localização da expressão da 

Triptase, que como o esperado aparece em grânulos citoplasmáticos. Em azul fica evidenciado o 

núcleo das células. 

 

4.2.2 Avaliação dos marcadores de superfície da linhagem PT-18 por citometria de fluxo 

 Ainda visando a padronização dos experimentos in vitro, foi avaliada a expressão de 

marcadores de superfície para mastócitos pela PT18, na busca de um bom marcador que pudesse 

diferenciar estas células das células tumorais (TC-1) em ensaios de co-cultura. Como o esperado 

esta célula se mostrou competente a expressar dois marcadores típicos de mastócitos, como o 

receptor de IgE – FcƐRI (FIGURA 17A) e c-kit – CD117 (FIGURA 17B). Como o esperado, estas 

células não apresentaram expressão do marcador comum de células mielóides CD11b (FIGURA 

17C). Curiosamente, esta linhagem demonstrou uma expressão heterogênea do marcador 

comum para leucócitos CD45 (FIGURA 17D).  

A B 
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Figura 17 – Expressão de marcadores de superfície pela linhagem PT18. Foram marcadas 106 

células com os anticorpos separadamente nas suas devidas titulações por 20 minutos em gelo. 

Após isso, foram lavadas e adquiridas no citômetro de fluxo (FACSCANTO II). A análise foi realizada 

no software FlowJo. (A) Expressão de FcƐRI. (B) Expressão de CD117. (C) Expressão de CD11b. (D) 

Expressão de CD45. Em rosa estão representadas as células não marcadas e em azul marcadas 

com o anticorpo indicado. Representativo de um experimento realizado em triplicatas por 

marcador. 

 

4.2.3 Avaliação do perfil de expressão de receptor PAR-2 por linhagens celulares 

Ainda na busca da padronização de um modelo de estudo da interação mastócito/célula 

tumoral, decidimos investigar o perfil de expressão do receptor PAR-2, cujo o qual a triptase atua. 

Sendo assim realizamos um ensaio de Western blotting diferentes linhagens e em diferentes 

estágios de tumorigênese, contendo PHK (queratinócito primário), HACAT (queratinócito 

imortalizado) e células transformadas HPV+ e HPV- (FIGURA 18). 
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A linhagem TC-1 murina, modelo bem caracterizado e muito utilizado em nosso 

laboratório, apresentou um nível considerável de expressão do receptor se mostrando ser uma 

candidata promissora na padronização deste modelo de estudo. 

Interessantemente, os queratinócitos primários apresentaram o menor nível de expressão 

dentre as células testadas, enquanto que os queratinócitos transformados e imortalizados 

apresentaram maior nível de expressão. Isto poderia sugerir um possível papel do receptor no 

processo de imortalização celular. 

 

 

Figura 18 - Avaliação da expressão de PAR-2 por queratinócitos. Western blotting para o 

receptor PAR-2 em linhagens de células tumorais derivadas de tumores do colo uterino, C33A 

(HPV-), HeLa/SW756 (HPV18), SiHa/Caski/TC-1 (HPV16), e de câncer de mama MFC7. O gráfico à 

direita mostra as razões de expressão calculadas da seguinte forma: o valor densitométrico de 

cada banda foi dividido pelo respectivo valor de densitometria de β-tubulina para normalizar a 

expressão de cada uma das proteínas. 

 

4.2.4 Padronização do modelo de esferóides de co-cultura de PT18 e TC-1 in vitro para avaliar o 

papel da Triptase no crescimento tumoral 

 Foram estabelecidas oncoesferas, culturas tridimensionais de células tumorais, para o 

estudo da interação entre mastócitos e células tumorais. Este modelo se torna interessante, ao 

passo que mimetiza diferentes características naturais dos tumores, como aumento da expressão 
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de genes cujos produtos estão envolvidos no metabolismo glicolítico e formação de centro 

necrótico (Wenzel et al., 2014). O protocolo foi estabelecido e utilizado com diversas variações 

para diferentes finalidades, como por exemplo a adição dos mastócitos a esferoides pré-formados 

de TC-1, ou a adição conjunta no momento da geração dos esferoides. As quantidades de células 

também foram mexidas na busca de uma melhor condição. Além disso, os esferoides foram feitos 

na presença ou ausência de IL-3 recombinante, devido a necessidade desta citocina para 

manutenção das células PT-18. 

 Na figura 19A podemos observar a aparência dos esferóides de TC-1, em 19B a adição de 

PT18 a esferóides de TC-1 previamente montados e por fim em 19C apenas a linhagem PT18 que 

foi utilizada como controle dos experimentos. 

 

 

Figura 19- Esferóides de TC-1. Para a geração dos esferóides de TC-1, as células foram cultivadas 

5.103 ou 15.103 células TC-1 sobre um colchão de 1% de agarose em placas de 96 poços por 24 

horas em meio RPMI/SFB 10%. No segundo dia foram adicionadas as células PT18 na proporção 

1:1. (A) Esferóide de TC-1 após 72 horas de cultivo. (B) Esferóide de TC-1 com PT18 após 72 horas 

de cultivo. (C) Cultura de PT18 apenas com 48 horas com IL-3 recombinante. 

 

 Para verificar se os mastócitos são capazes de migrar para o interior da esfera de TC-1, 

células da linhagem PT18 foram marcadas com CFSE e foram adicionadas aos esferoides de TC-1 

previamente formados. Fotos do campo claro e fluorescente foram tiradas e sobrepostas. O que 

se pode observar é que os mastócitos infiltram os esferóides de TC-1, sugerindo uma interação 

entre estes dois tipos celulares (FIGURA 20). 

A B C 
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Figura 20 - Ensaio de infiltração de mastócitos (PT18) nos esferóides tumorais de TC-1. Os 

mastócitos foram marcados com CFSE conforme as instruções do fabricante. Parte destas células 

foi adquirida no FACSCanto II para comprovar a homogeneidade da marcação e analisadas no 

software FlowJo (esquerda). Em rosa as células não marcadas e em azul as células marcadas com 

CFSE. Após isto, 5.104 foram adicionadas por poço contendo o esferóide de TC-1 pré-formado. As 

fotos dos campos claros e fluorescentes foram tiradas no microscópio Nikon Eclipse Ti-E invertido 

após 24 de incubação a 37oC e 5% de CO2. A sobreposição das imagens foi realizada no software 

ImageJ (direita).  

 

4.2.5 Ensaio de desgranulação de PT18 em esferóides de co-cultura com TC-1  

Para que fosse possível padronizar um modelo para verificar o papel da triptase na 

progressão tumoral, a desgranulação destes mastócitos precisava ocorrer de maneira efetiva. 

Inicialmente pensamos em um modelo de secreção de triptase que utilizasse a sensibilização 

destes mastócitos com anticorpos IgG. Entretanto verificamos que a célula tumoral é capaz de 

ativar o mastócito por algum mecanismo independente da sensibilização com anticorpos. Neste 

experimento os esferoides foram gerados novamente na razão 1:1 de TC-1/PT18, incubados por 

72 horas e a detecção de β-hexosaminidase foi realizada por teste colorimétrico (FIGURA 21). 

CFSE 
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Figura 21 – Desgranulação independente de anticorpos. Neste ensaio a geração dos esferóides 

TC-1 foi realizada já na presença ou ausência de PT18, o controle negativo foi apenas PT18. No 

terceiro dia, os controles positivos receberam um tratamento com veneno de L. gaucho (30 

ug/poço) por uma hora. Após a incubação o sobrenadante foi transferido para poços vazios e o 

pellet restante foi lisado com uma solução de 0,5% de Triton X-100. Então foi adicionado o 

substrato (1.3 mg/ml) em toda a placa e esta foi incubada por 16 horas à 37oC. No dia seguinte o 

ensaio foi revelado com solução Glicina pH 2.8 e a D.O. foi lida a 405 nm. Média de dois 

experimentos realizados com triplicata amostral. 

  

 Utilizando então o mesmo protocolo, foi averiguado em quanto tempo da co-cultura o 

fenômeno de desgranulação começa a acontecer. O resultado deste experimento pode ser 

verificado na figura 22. De fato, a cultura demora 7 horas para que o efeito da liberação dos 

grânulos da PT18 comece a acontecer. Possivelmente este deve ser o tempo que as células 

tumorais necessitam para condicionar o meio de cultivo. 
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Figura 22 - Cinética de desgranulação dos mastócitos na presença de TC-1. Este experimento foi 

realizado de forma semelhante ao experimento anterior, entretanto foi verificada a liberação de 

β-hexosaminidase em diferentes tempos (7 horas, 5 horas e 3 horas de co-cultura). 2X representa 

que o dobro de células também foi testado como controle negativo. Dados referentes a um 

experimento com triplicatas amostrais por condição. Estatística realizada por One-Way ANOVA e 

Tukey, onde p>0,05. 

 

4.2.6 Ciclo celular de esferóides de co-cultura de PT18 com TC-1 

 A fim de avaliar se além de manter a viabilidade da TC-1, o co-cultivo com células PT18 

acelera o ciclo celular da célula tumoral, realizamos um protocolo muito similar com o citado no 

item acima, entretanto a marcação com DAPI visou observar as diversas etapas do ciclo celular, 

que foram avaliadas em 72 e 96 horas de cultivo. Não foi possível verificar nenhuma diferença 

significativa nas fases do ciclo celular em nenhum dos tempos avaliados (FIGURA 23A e B). Nos 

dois tempos avaliados a PT18 quando cultivada sozinha aparece em sub G1, enquanto que a PT18 

em co-cultivo tem praticamente 0% de células em sub G1 (dados não mostrados). 
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Figura 23 – Cinética de crescimento dos esferoides tumorais com mastócitos e ciclo celular.  

Após o período de incubação indicado os esferoides foram submetidos à digestão. Uma alíquota 

das suspensões obtidas foi usada para contagem de células e o restante foi utilizado para 

marcação com anticorpo anti-FcƐRI para quantificar os mastócitos por FACS e desta forma 

quantificar as células TC-1 das co-culturas também. Adicionalmente, estas células foram 

marcadas com DAPI na concentração de 10 μg/mL. (A) Fases do ciclo celular da TC-1 sozinha ou 

em co-cultivo com PT18 no tempo de 72 horas de cultura. (B) Fases do ciclo celular da TC-1 sozinha 

ou em co-cultivo com PT18 no tempo de 96 horas de cultura. Dados de apenas um experimento 

com triplicata amostral. 

 

4.2.7 Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura de PT18 com TC-1 em monocamada 

 Para confirmar o efeito da PT18 na viabilidade celular e proliferação da TC-1 o ensaio de 

viabilidade com cristal violeta foi empregado. Este ensaio foi possível de ser realizado devido ao 

fato da PT18 crescer em suspensão e a TC-1 ser aderente. Portanto depois de 72 horas de cultivo 

foi possível eliminar os mastócitos por 3 lavagens sequenciais. Então parte da cultura foi 

tripsinizada e utilizada para contagem com Trypan, enquanto a outra parte foi corada por cristal 

de violeta e solubilizada com metanol para o teste colorimétrico. Na figura 24 à esquerda é 

perceptível que a TC-1 cresceu mais rapidamente na presença dos mastócitos. O que corrobora 

com os dados colorimétricos do cristal violeta (FIGURA 24 à direita).  
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Figura 24 - Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura de PT18 com TC-1 em 

monocamada. Foram cultivadas 2.103 células TC-1 na presença ou ausência de PT18 na razão 1:1 

em placas de 96 poços. Após 72 horas, as células receberam 3 lavagens sequenciais com PBS para 

tirar todos os mastócitos da cultura. Então parte das células foram recuperadas para a contagem 

com trypan com tripsina. O restante foi utilizado para a coloração com uma solução de cristal 

violeta 0,5%. Foi adicionado então metanol para solubilizar as amostras e estas foram lidas a 570 

nm. (esquerda) Contagem com azul de Trypan. (direita) Teste de viabilidade com cristal violeta. 

análise estatística foi feita por teste T, com intervalo de confiança de p<0,05. 

 

 Sabendo que os mastócitos podem induzir a proliferação de células tumorais na razão de 

1 células tumoral para 1 mastócitos, resolvemos investigar se o mesmo acontece com 

quantidades mais reduzidas de mastócitos devido ao fato de que esta célula é pouco abundante 

no infiltrado inflamatório de tumores. O que observamos é que o efeito é perdido a partir de 1:2, 

evidenciando assim que a concentração de mastócitos é importante, pelo menos neste modelo 

(FIGURA 25). 
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Figura 25 - Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura em monocamada com 

diferentes razões de TC-1/PT-18. Os esferóides foram preparados em diferentes razões TC-

1:PT18 ou apenas TC-1. Após 72 horas, as células receberam 3 lavagens sequenciais com PBS para 

tirar todos os mastócitos da cultura. Então as células foram coradas com uma solução de cristal 

violeta 0,5%. Foi adicionado então metanol para solubilizar as amostras e estas foram lidas a 570 

nm. Dados de apenas um experimento com triplicata amostral. 

 

4.2.8 Avaliação do efeito in vivo dos mastócitos no crescimento de tumores TC-1 em 

camundongos RAG1-/-  

 A fim de avaliar o papel dos mastócitos, mais especificamente da triptase, no crescimento 

de tumores TC-1, células tumorais ou em co-cultura com mastócitos foram injetadas 

subcutaneamente no flanco lateral de camundongos C57Bl6 RAG1-/-. Parte dos animais injetados 

com ambas as células foram tratados por uma semana com Cromolyn (inibidor de desgranulação) 

a partir do momento que os tumores se tornaram palpáveis. O crescimento dos tumores injetados 

com mastócitos ocorreu muito mais rapidamente do que os que foram injetados apenas com as 

células tumorais, como pode ser observado na Figura 26. Aparentemente o fármaco Cromolyn 

não teve efeito algum inibindo o crescimento tumoral. 
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Figura 26 – Cinética de crescimento de tumores TC-1 e TC-1/PT18. Foram injetadas 105 células 

TC-1 apenas, ou com a razão 1:1 de PT18 no flanco direito de camundongos C57Bl6 Rags. 

Conforme o tumor foi crescendo as medidas foram tiradas com auxílio de um paquímetro. Dados 

representativos de um total de 2 experimentos (n=3 por grupo). 

 

 Outro dado interessante deste experimento, é que houve um aumento significativo na 

porcentagem de células endoteliais (CD31+), que pode representar um aumento na angiogênese 

tumoral, o que pode explicar o crescimento mais acelerado destes tumores. Além disso, 

observamos um aumento significativo também no infiltrado inflamatório de leucócitos, como o 

esperado, sendo o mastócito uma célula responsável pelo recrutamento de leucócitos. Mais uma 

vez não foi observado nenhum efeito significativo com o tratamento com Cromolyn (Figura 27). 
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Figura 27 – Avaliação das células endoteliais e leucócitos totais por FACS. Após 25 dias, os 

animais (n=3 por grupo) foram sacrificados e os tumores foram retirados e digeridos com o 

protocolo padrão de colagenase. Então as suspensões de células obtidas foram coradas com anti-

CD45 APC e anti-CD31 biotina/estrepto-avidina PECy7. Por fim as células foram adquiridas no 

FASCANTOII e as porcentagens de células endoteliais e do infiltrado inflamatório total foram 

dispostas no gráfico. A análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e Tukey. 
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5. DISCUSSÃO 

O câncer cervical é um dos tipos mais frequentes de câncer em mulheres de países em 

desenvolvimento. Uma condição necessária para o desenvolvimento deste tipo de tumor é a 

infecção persistente por um tipo de alto risco oncogênico de Papilomavírus Humano. Estes são 

vírus epiteliotrópicos que infectam pele ou mucosas. Com isso, observam-se além dos tumores 

do colo uterino, outros tipos de tumores associados à infecção por HPV: anais, penianos, 

orofaríngeos, vulvares e vaginais. 

Um trabalho anterior de nosso laboratório teve como objetivo identificar alvos 

moleculares específicos em tumores do colo uterino tanto na população de células que 

expressam oncoproteínas virais, como em outras populações que compõem o tumor, como 

células endoteliais e do infiltrado inflamatório. Com isso pretendíamos encontrar moléculas 

especificamente expressas na superfície destas células que sirvam tanto como marcadores dos 

tumores e suas populações, como também, sirvam como alvo direto para terapia ou como 

endereçamento de terapias indiretas. O método escolhido para a busca destes alvos foi Peptide 

Phage Display. 

Dentre os alvos encontrados, podemos destacar a α-Manosidase, a Triptase e o Lethal 

Giant Larvae, que já possuem dados na literatura relacionando estas moléculas com 

malignidades. Dando continuidade ao estudo, observamos que a enzima α-manosidase é 

expressa em linhagens celulares derivadas de tumores do colo uterino, e também na cérvice 

uterina, onde há aumento da expressão dessa enzima em correlação positiva com o grau de lesão, 

sendo a expressão máxima em câncer. Interessantemente, não observamos aumento da 

expressão da proteína/célula, mas sim, do número de células positivamente marcadas, incluindo 

células do infiltrado inflamatório. Sendo a expertise de nosso laboratório trabalhar com 

imunomodulação do infiltrado inflamatório, consideramos a α-manosidase um alvo interessante 

para se trabalhar. Além disso, resolvemos trabalhar com a Triptase por ser produzida por 

mastócitos, componente celular comum do infiltrado inflamatório deste tipo de tumores. 
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5.1 INIBIÇÃO DE α-MANOSIDASE II EM MODELO DE TUMORES ASSOCIADOS AO HPV16 

Para compreender o papel da enzima α-manosidase, em tumores associados ao HPV, 

optamos por utilizar o inibidor Swainsonina. Desde a década de 80 o SW tem sido relatado como 

um agente antitumoral promissor. É um inibidor eficaz tanto de α-manosidase lisossômica quanto 

da α-manosidase II de Golgi (Gerber-Lemaire e Juillerat-Jeanneret, 2010). SW em terapias de 

câncer tem sido associado ao bloqueio da produção dos complexos β1,6-ramificados N-glicanos 

ligados (Wrodnigg et al., 2008). De fato, a expressão destes na superfície celular foi associada ao 

fenótipo maligno (Fuster e Esko, 2005). Portanto, as vias de glicosilação são um alvo promissor 

para novas terapias contra o câncer. Integrinas, receptores e ligantes de matriz extracelular 

exibem um padrão alterado de glicosilação N-ligada em células que foram submetidas a uma 

transformação maligna (Janik et al., 2010). Além disso, há um crescente número de evidências 

que sugerem que as células tumorais, que superexpressam algumas glicosiltranferases, 

sintetizam glicanos que facilitam processos como invasão e metástase (Fuster e Esko, 2005; Zhao 

et al., 2008).  

A SW mostrou reduzir a invasão de células tumorais em ensaios de câncer em humanos 

de Fase I e aumentar as defesas antitumorais naturais do corpo, tais como células assassinas 

ativadas por linfocinas (LAK) e citotoxicidade de células assassinas naturais (NK) (Galustian et al., 

1994; Goss et al., 1994).  

Em inúmeros estudos realizados em camundongos in vivo, é perceptível o potencial de 

retardar o crescimento tumoral de diferentes linhagens de cânceres humanos, tais como: HepG2, 

SMCC7721, Huh7 e MHCC97-H de hepatocarcinoma (You et al., 2012), Eca-109 de carcinoma 

escamoso de esôfago (Li et al., 2012) e PC-3 de câncer de próstata (Beheshti Zavareh et al., 2012).  

Além disso, dados da literatura mostraram que SW pode ativar células do sistema 

imunológico, incluindo macrófagos, células NK e células T CD8. Nossos dados corroboram com 

essas observações, uma vez que mostramos que o tratamento com SW de animais naive, aumenta 

a frequência de células T CD8 no baço e pode modular parcialmente macrófagos associados a 

tumores do modelo TC-1. Essa observação foi particularmente interessante para o nosso 

laboratório, uma vez que estamos investigando o microambiente tumoral no câncer cervical 

(Alvarez et al., 2017). 
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As células mielóides têm um papel bem estabelecido no microambiente tumoral. No caso 

de tumores cervicais especificamente, tem sido demonstrado na literatura que há um aumento 

do número de macrófagos e isto é proporcional à progressão da lesão (Hammes et al., 2007; 

Mazibrada et al., 2008). Estes macrófagos associados a tumores (TAMs) não expressam iNOS 

(Kobayashi et al., 2008) podendo ser macrófagos alternativamente ativados (Gordon e Martinez, 

2010). Dados de nosso laboratório mostram que em modelo experimental de tumor associado ao 

HPV16, há recrutamento de macrófagos com características supressoras da resposta imune, 

capazes de induzir diferenciação de células T reguladoras. Além disso, são as células mais 

abundantes no infiltrado inflamatório deste tipo de tumores e possuem resistência à ativação por 

IFN-γ e LPS (Lepique et al., 2009). 

Uma das nossas observações interessantes foi que a SW poderia reduzir a secreção de 

CCL2 pelos TAMs, uma vez que os TAMs expressam mais CCL2 no microambiente do que células 

tumorais (Stone, Rossetti, Bolpetti, et al., 2014). Além disso, tem sido descrita a importância desta 

quimiocina no recrutamento de monócitos para o microambiente tumoral (Pahler et al., 2008). 

Além disso, a SW poderia neutralizar os efeitos estimulatórios do tratamento com IFN e LPS na 

indução da secreção de IL-10 e IL-6 pela TAM. Ambas as citocinas foram associadas à supressão 

das respostas das células T (Heusinkveld et al., 2011; Kubota et al., 2017).  

Estes resultados nos levaram a testar o efeito SW no crescimento do tumor TC-1 in vivo. 

Para nossa surpresa, o crescimento do tumor foi significativamente aumentado em camundongos 

tratados com SW. Curiosamente, o efeito da SW no crescimento do tumor pareceu ser indireto, 

através do aumento na frequência de mielóides no baço de camundongos portadores de tumor. 

Analisando esta população de células mielóides encontramos um dado interessante. 

Existe um aumento na população de células mielóides Ly6C+Ly6G++, usualmente caracterizadas 

como células mieloderivadas supressoras, nos camundongos com tumor quando comparados 

com os animais naive, mas um aumento ainda mais é observado nos animais com tumor tratados 

com SW. Estas células atuam suprimindo a resposta antitumoral tanto da imunidade inata, como 

da adaptativa (Safarzadeh et al., 2018). Atuando de diferentes formas, como suprimindo a 

proliferação de células T através da depleção de aminoácidos essenciais para proliferação e 
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ativação de células T (Baniyash, 2016), bem como produzindo moléculas indutoras de fenótipo 

de regulador em linfócitos, como IL-10 e TGF-β (Bronte e Zanovello, 2005). 

As células mieloderivadas supressoras (MDSCs) são uma população heterogênea de 

células imaturas com origem granulocítica ou monocítica (Meirow et al., 2015). Em camundongos 

são encontradas duas populações distintas de MDSCs, as polimorfonucleares/granulocíticas 

(PMN-MDSCs), que possuem o fenótipo CD11b+Ly6G+Ly6Clow, e as monocíticas (MO-MDSCs) com 

fenótipo CD11b+Ly6GlowLy6Chigh (Mandruzzato et al., 2016). Evidentemente, PMN-MDSC e MO-

MDSC são fenotipicamente semelhantes aos neutrófilos e monócitos, respectivamente, apesar 

de ter algumas diferenças notáveis. Por exemplo, PMN-MDSCs comparados aos neutrófilos têm 

menos grânulos e diminuição da expressão de CD16 e CD62L (Bronte et al., 2016). 

Aparentemente, a população que observamos aumentada em nosso estudo, possivelmente 

representa PMN-MDSCs.  

Em um estudo realizado com células retiradas da medula óssea de humanos, notou-se que 

o tratamento in vitro com SW suprimiu a diferenciação completa de mielócitos em neutrófilos 

por G-CSF (Misago et al., 2000). Estes dados podem se complementar, sugerindo que SW 

intervêm no processo de diferenciação e acaba por induzir este fenótipo supressor na geração de 

células granulocíticas, combinado ao fato das células TC-1 produzirem G-CSF.  

Os tumores cervicais exibem efeitos sistêmicos no sistema imunológico, estes são 

desencadeados, por exemplo, por citocinas como G-CSF que promovem leucocitose por 

sinalização através de STAT3 (Mabuchi et al., 2014; Kawano et al., 2015). Em modelos 

experimentais de tumores, é descrito um aumento na proliferação de células mielóides na medula 

óssea e no baço de camundongos portadores de tumor em comparação com controles (Stone, 

Rossetti, Lima, et al., 2014). Além disso, pacientes com neoplasia intraepitelial cervical exibem 

um aumento na frequência de neutrófilos CD66b+ de baixa densidade circulantes, indicando 

novamente os efeitos sistêmicos dessas lesões, mesmo antes de progredir para o câncer (Alvarez 

et al., 2017). 

Aparentemente a SW está potencializando a leucocitose já causada por este tipo de 

tumores, uma vez que animais naive tratados com a droga não apresentam este fenômeno. 

Apesar dos resultados inesperados, consideramos este trabalho relevante, uma vez que SW tem 

sido considerada uma droga para tratamento de câncer (Goss et al., 1994; Goss et al., 1997; Li et 
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al., 2012), quando nós estamos mostrando que é necessário cautela para o uso dessa droga no 

tratamento de tumores HPV+. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DA TRIPTASE DE MASTÓCITOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE 

TUMORES ASSOCIADOS AO HPV16 

Como dito anteriormente, um dos peptídeos identificados em nosso estudo tem 

similaridade à enzima triptase de mastócitos. A triptase e a quimase são serino-proteases ativas 

pré-formadas e estão armazenadas em grandes quantidades em grânulos secretores de MCs 

(Metcalfe et al., 1997), cujo papel angiogênico tem sido estabelecido (Ribatti et al., 2011). Em 

particular, a triptase representa um dos mais potentes mediadores angiogênicos liberados por 

MCs humanos após sua ativação, e pode desempenhar um papel angiogênico através de vários 

mecanismos (Moon et al., 2003). Esta enzima liga-se a receptores PAR-2 em outras células, 

incluindo células tumorais (Cai et al., 2014), células endoteliais e outras células inflamatórias. No 

microambiente tumoral, a atividade de triptase pode levar ao aumento da proliferação das células 

tumorais, e aumento da angiogênese, o que indiretamente, também suporta a proliferação das 

células tumorais (Ribatti et al., 2005; Strouch et al., 2010). Ou seja, esta protease estimula 

diretamente a proliferação de células endoteliais vasculares, levando a um efeito angiogênico 

direto. Ou efeitos angiogênicos indiretos, como demostrado por (Yoshii et al., 2005), em que a 

triptase induz efeitos proliferativos mediados por PAR-2 na linhagem celular DLD-1 de carcinoma 

do cólon humano em MAP quinase e cicloxigenase (COX) de maneira dependente e a liberação 

de IL-6 e do fator de estimulação de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) que, por sua 

vez, atuam como fatores angiogênicos. 

Sendo assim, resolvemos padronizar um modelo no qual pudéssemos estudar o papel 

direto da triptase em células HPV+, e o método escolhido para este estudo foi o de esferoides 

tumorais de células TC-1 e a linhagem PT18. De fato, nós observamos que mastócitos da linhagem 

PT18 expressam triptase, assim como células de lavado peritoneal de camundongos, sendo essas 

boas candidatas para o estudo, além de crescerem muito bem na presença de interleucina-3, que 

é produzida pelas células TC-1 (Stone et al., 2014). Nós mostramos também que células TC-1 além 

de expressarem o receptor alvo da triptase (PAR-2), são capazes de induzir desgranulação de PT-
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18, de forma independente de anticorpo. Uma possível explicação para esta ativação, seja pelo 

fato da TC-1 produzir a anafilatoxina C5a (Stone et al., 2014), sendo esta uma das moléculas 

capazes de ativar mastócitos. Sugerindo esse ser um sistema promissor, pois parece se 

retroalimentar. Entretanto os resultados são heterogêneos entre as repetições do mesmo 

experimento, tanto em relação à viabilidade das células TC-1, como ao ciclo celular. A TC-1 parece 

fornecer condições ótimas para o crescimento da PT18. Quando colocada sozinha no colchão de 

agarose, a PT18 começa a morrer em poucas horas mesmo com a adição de IL-3. Tendo em vista 

esta limitação do modelo dos esferoides de co-cultura de célula tumoral e mastócitos, resolvemos 

olhar a proliferação em monocamada do co-cultivo através da metodologia do Cristal Violeta. E o 

resultado nos deu a pista de que os mastócitos estão tendo efeito direto na proliferação das 

células tumorais. Entretanto não podemos dizer se este efeito é devido à ação da triptase, pois 

ainda que TC-1 esteja apta para receber sinais da triptase, os mastócitos produzem outros 

diversos mediadores inflamatórios, que poderiam estar atuando como sinais mitogênicos, tais 

como IL-8 e histamina (Theoharides e Conti, 2004).  

Pensando nos efeitos indiretos que a triptase pode causar no microambiente tumoral, 

nossos resultados mostram que a co-inoculação de células TC-1 e PT18 em camundongos leva ao 

crescimento tumoral mais acelerado dos tumores TC-1, do que quando injetamos células TC-1 

sozinhas, sendo que o tratamento com Cromolyn incapaz de inibir tal efeito. É possível que essa 

resposta seja, pelo menos em parte, devido ao aumento de angiogênese, já que os tumores com 

PT-18 apresentam maior frequência de células CD31+ (células endoteliais).  

Outro dado interessante observado, é que queratinócitos primários expressam menos 

PAR-2 que queratinócitos imortalizados e transformados, o que nos levou a questionar se a 

ativação de PAR-2 poderia participar da tumorigênese, principalmente na etapa de imortalização. 

Sendo assim, surgiu a ideia de um projeto que está sendo realizado no laboratório por um aluno 

de iniciação científica, no qual queratinócitos em diferentes estágios de malignidade por ação de 

oncoproteínas do HPV serão expostos a ação de um peptídeo agonista de PAR-2 e as alterações 

na proliferação e no ciclo celular serão avaliadas. 

Importante ressaltar que nosso modelo não mimetiza idealmente as condições fisiológicas 

do microambiente tumoral, onde a população mastócitos constitui apenas de 4 a 6% das células 
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encontradas nos tumores TC-1. Quando utilizamos diferentes razões de células tumorais para 

mastócitos, foi perceptível que o efeito na proliferação das células tumorais só ocorria quando 

mastócitos estavam na razão 1:1 ou 1:2. Entretanto estes dados não descartam a importância dos 

mastócitos para o microambiente. Está descrito na literatura que o receptor PAR-2 é ativado por 

outras proteases como tripsina, por fatores de coagulação do sangue (TF-VIIa e Xa), elastase de 

neutrófilos, calicreínas e por serino-proteases transmembranares como matriptase-1 e TMPRSS2 

(Adams et al., 2011). Sendo assim outras células do microambiente podem fornecer fontes de 

ativação de PAR-2 e mesmo a própria célula tumoral pode sinalizar por este receptor de forma 

autócrina. Desta forma, acreditamos que os mastócitos devem atuar sinergicamente com outros 

fatores citados. Usando este racional fizemos uma tentativa de nocautear o receptor PAR-2 nas 

linhagens tumorais HPV+ HeLa e SiHa, utilizando a técnica de Crispr-Cas9, para verificar se a 

ausência do receptor traria prejuízos para a progressão tumoral. Infelizmente não obtivemos 

sucesso nesta primeira tentativa. De qualquer forma, acreditamos que uma abordagem direta de 

inibição de PAR-2 poderia ser uma opção terapêutica promissora, levando em consideração os 

efeitos proliferativos e no processo de angiogênese causados por sua ativação.  
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6. CONCLUSÕES 

 Este trabalho buscou avaliar o papel de dois possíveis alvos terapêuticos para tumores 

HPV+ que apresentaram afinidade preferencial a linhagens de células tumorais cervicais e 

tumores por Peptide phage display, α-manosidase e triptase, ambas enzimas produzidas 

abundantemente no microambiente tumoral.  

 

6.1 α-Manosidase 

 As conclusões obtidas no estudo da inibição de α-manosidase por SW em tumores HPV16+ 

estão descritas a seguir e resumidas em um esquema representativo do mecanismo de ação do 

fármaco (Figura 28). 

- O tratamento com o inibidor farmacológico de α-manosidase II (Swainsonina – SW) não 

inibe a proliferação de células tumorais in vitro. 

- Macrófagos associados a tumores (TAMs) quando tratados com SW são parcialmente 

modulados apresentando um aumento da atividade de iNOS, aumento da expressão de 

IFN-γ e reduzindo a expressão de IL-10, IL-6 e CCL2. Entretanto a atividade de Arginase 

não sofreu alterações com o tratamento. 

- O tratamento com SW, ao contrário do esperado, acelerou o crescimento tumoral ao 

invés de inibir. 

- Tumores de animais tratados recrutam menos infiltrado inflamatório, que pode ser 

devido a redução da expressão de CCL2. 

- SW aumenta o acúmulo de células mielóides no baço com fenótipo e atividade 

supressora, além de diminuir a frequência de células T CD8+. Efeito este apenas observado 

em animais com tumores tratados, comprovando que a SW atua acentuando os efeitos 

sistêmicos causados por tumores HPV+. 

- A atividade supressora das células mielóides do baço de animais com tumor tratados 

pode se dar por uma redução na ativação de NF-κB. 
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Figura 28 – Representação esquemática do mecanismo de ação de SW no tratamento de 

animais com tumores. SW potencializa o crescimento tumoral por acentuar o acúmulo de MDSCs 

no baço que inibem a proliferação de células T. As células T por sua vez são importantes 

ferramentas na resposta imunológica anti-tumoral. 

 

6.1 Triptase 

 No caso da caracterização da triptase, optamos por observar a interação de mastócitos 

com as células tumorais em experimentos in vitro e in vivo, sendo as conclusões obtidas descritas 

abaixo: 

- A linhagem de mastócitos PT-18 se apresentou competente para a expressão de triptase, além 

de apresentar os marcadores clássicos CD117 e FcƐRI. 

- Observamos diferentes níveis de expressão do receptor de triptase PAR-2 em linhagens tumorais 

e em queratinócitos imortalizados e primários. Sendo que os queratinócitos primários 

apresentaram menor nível de expressão quando comparados com o restante dos tipos celulares, 

sugerindo que PAR-2 pode ter um papel importante no processo de imortalização. 

- Em cultura de monocamada, os mastócitos induzem a proliferação das células tumorais nas 

proporções 1:1 e 1:2 (TC-1:PT-18). 
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- Quando injetadas TC-1 e PT-18 conjuntamente, na proporção de 1:1, em camundongos RAG1-/- 

observamos um crescimento mais acelerado dos tumores. Este crescimento pode ser explicado 

em partes por um aumento da angiogênese tumoral, evidenciado pelo aumento da frequência de 

células CD31+. 
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7. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 Embora os tumores associados ao HPV ainda acometam homens e mulheres, 

principalmente em países em desenvolvimento e soluções terapêuticas sejam 

importantes, nossos dados sugerem que a Swainsonina não deve ser utilizada como 

potencial droga terapêutica para estes pacientes. O tratamento de animais com tumores 

relacionados ao HPV16 com a droga parece ter um efeito indesejável de exacerbação da 

imunossupressão através do aumento e acúmulo de MDSCs, promovendo a progressão 

tumoral ao invés de ser protetivo. 

 

 Os mastócitos, em nossos modelos, apresentaram atividades pró-tumorais tais como 

aumento da proliferação de células tumorais, bem como um aparente aumento na 

angiogênese. Entretanto nosso modelo não simula as condições fisiológicas do 

microambiente tumoral. Sendo o receptor PAR-2 ativado por uma vasta gama de 

proteases, acreditamos que os mastócitos têm seu papel, mas devem atuar 

conjuntamente com outros fatores para ter um efeito mais robusto. Sendo assim, parece 

uma ideia mais promissora inibir o receptor do que a triptase propriamente dita. 
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(Trabalho em andamento) 

UM ESTUDO DA RELAÇÃO ENTRE O INFILTRADO INFLAMATÓRIO E A 

MICROBIOTA DE LESÕES CERVICAIS ASSOCIADAS AO HPV 

CAIO RAONY FARINA SILVEIRA, MARIANA BELDI, NOELY PAULA LORENZI, ANA PAULA LEPIQUE. 

 

Breve resumo: A microbiota vaginal parece desempenhar um papel na aquisição e persistência 

do HPV na vagina humana e no subsequente desenvolvimento e progressão de neoplasias 

cervicais. Logo existe uma necessidade de mais estudos para comprovar que esta relação direta 

entre a composição bacteriana da microbiota vaginal e a doença. Além disso, é possível que 

apenas certas cepas bacterianas sejam capazes de proteger e outras de promover processos de 

doenças. Portanto estudos buscando entender os mecanismos desta interação são necessários 

para identificar as espécies mais protetoras (Mitra et al., 2016). Esta informação pode apresentar 

a oportunidade para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos sob a forma de 

probióticos, para prevenir a infecção por HPV, promover a eliminação viral em mulheres 

infectadas, diminuir os riscos de displasia cervical e assim reduzir os efeitos adversos associados 

aos métodos de tratamento atuais (Kyrgiou et al., 2014; Arbyn et al., 2008).  

O Laboratório de Imunomodulação do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo recentemente publicou um trabalho de caracterização do infiltrado inflamatório 

global de pacientes com lesões precursoras, com carcinoma cervical invasivo e em tecidos 

controles. Neste trabalho foi observada uma forte correlação negativa entre células T e 

neutrófilos, o que pode representar um marcador prognóstico. Dados na literatura mostram que 

apesar da alta frequência de células T no tecido neoplásico o sistema imune não é capaz de 

eliminar o tumor. Mostrando que o câncer cervical está associado com uma falha na resposta 

imune das células T helper 1 e da resposta citotóxica das células T CD8+ (Welters et al. 2003; de 

Jong A et al. 2004; Nakagawa M et al. 2000). Sendo assim, sabendo que as bactérias interagem 

constantemente com células inflamatórias e possuem um papel imunomodulador, buscamos 

utilizar os dados já coletados das frequências de células inflamatórias infiltrantes na busca de um 

possível perfil de correlação com a microbiota das pacientes e associar com o perfil de expressão 

de citocinas. 
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Neste trabalho, estamos coletando citologias líquidas da cérvice uterina de doadoras 

controle, pacientes com lesões precursoras (baixo e alto grau) e câncer invasivo. Uma vez 

coletadas, a fração celular é separada da líquida.  A fração líquida será utilizada para quantificação 

de citocinas, enquanto que a fração celular utilizamos para a extração de DNA. Com as amostras 

de DNA estamos amplificando o fragmento V4 da fração 16S do DNA bacteriano para o 

levantamento da diversidade nos diferentes graus de progressão da doença. Ao término das 

amplificações as amostras serão sequenciadas e buscaremos associações entre a expressão de 

citocinas e a diversidade encontrada. Até o momento conseguimos coletar e preparar a biblioteca 

16S de um total de 30 amostras.  

 

 

Figura 1 - Gráfico demonstrando a distribuição das amostras em que 

a obtenção da biblioteca 16S foi concluída. 

 

 

Figura 2 - Gel de agarose 2%. O gel mostra as amostras pós-

amplificação do fragmento 16S e inserção das sequências de 

identificação, com o tamanho esperado. 
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(Manuscrito em elaboração) 

THE ROLE OF RECK SUPER EXPRESSION IN HPV-ASSOCIATED TUMORIGENESIS 

Suellen Herbster (1)*, Marina Trombetta-Lima (2), Andressa Paladino (1), Paulo Thiago de Souza-Santos 

(3), Caio Raony Farina Silveira (4), Mari Cleide Sogayar (2), Ana Paula Lepique (4), Enrique Boccardo (1). 

 

(1) Laboratory of Oncovirology, Department of Microbiology, Institute of Biomedical Sciences, University of 

São Paulo, São Paulo, Brazil. (2) Cell and Molecular Therapy Center (NUCEL) – NETCEM, School of 

Medicine, University of São Paulo, São Paulo, Brazil. (3) Molecular Carcinogenesis Program, Brazilian 

National Cancer Institute, Rio de Janeiro, Brazil. (4) Laboratory of Immunomodulation, Department of 

Immunology, Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, Brazil. 

 

HPV-induced carcinogenesis comprises alterations in extracellular matrix (ECM) components such as 

matrix metalloproteinases (MMP) and its regulator REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal 

motifs (RECK). RECK inhibits MMP-2, MMP-9 and MMP-14 (MT1-MMP) activation and its expression is 

frequently lost in human cancers. HPV16 E6 and E7 oncoproteins expression is associated with MMP-9 up-

regulation and RECK down-regulation. Also, RECK expression inversely correlates with lesion grade in 

cervical samples. Here, we analyzed the effect of RECK super expression in HPV associated tumorigenesis. 

Nude mice inoculated s.c. with either SiHa, SW756 or C33A super expressing RECK (RECK+) showed 

extended tumor-free and overall survival period when compared with animals receiving control tumor cells. 

SiHa RECK+ tumors presented higher relative number of inflammatory infiltrate and NK cells while 

presented a decreased relative number of macrophages. Tumor cells viability relatively decreased in both 

SiHa and C33A RECK+ tumors whereas endothelial cells viability was lower in SiHa RECK+ tumors. SiHa 

RECK+, SW756 RECK+ and C33A RECK+ showed a significant reduction in anchorage independent colony 

formation efficiency when compared to control cells. However, neither of the cell lines presented differences 

in cell doubling time or clonogenic potential. In summary, RECK expression was associated with (i) higher 

tumor free survival for both cell lines, (ii) alterations in intratumoral cells populations frequency and/or 

viability in SiHa RECK+ tumors and (iii) reduced colony formation efficiency for all cell lines. Our 

observations indicate that RECK super expression could differently affect tumorigenic potential of HPV 

positive and negative cervical cancer derived cells.  
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support: FAPESP (2013/27006-9; 2010/20002-0) and INCT-HPV (FAPESP 2008/57889-1 / CNPq 

573799/2008-3). 
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