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Resumo 

A Pentraxina 3 (PTX3) é uma proteína 
de fase aguda com funções na resposta imune 
inata e inflamação. Sua síntese é estimulada 
no sítio da inflamação por IL1B, TNFA e 
agonistas dos receptores tipo Toll. PTX3 se 
liga ao fator de crescimento de fibroblasto 2 
(FGF2) inibindo seus efeitos na proliferação 
celular e angiogênese. Nosso objetivo foi 
avaliar a ação de PTX3 sobre a proliferação de 
células tumorais que expressam FGF2. O 
perfil gênico das células de melanoma humano 
SK-MEL-188 e 37 e dos fibrosarcomas murino 
MC17-51 e SaI/N foi avaliado por PCR em 
tempo real e a ação da proteína PTX3 
recombinante na proliferação celular foi 
avaliada pelo ensaio MTT. Mostramos que 
PTX3 inibe a proliferação das células de 
melanoma humano, mas estimula a de 
fibrossarcomas murinos. As bases 
moleculares desta dualidade de funções 
observada precisam ser investigadas para que 
se possa avaliar tanto o papel de PTX3 na 
biologia dos tumores quanto sua aplicação 
como ferramenta terapêutica para cânceres.  
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Introdução 

A família das Pentraxinas é composta 
por proteínas filogeneticamente conservadas 
que atuam como receptores de 
reconhecimentos de padrões (PRR) com 
funções não redundantes na imunidade inata 1. 
Essas proteínas são conhecidas por 
compartilharem várias funções no braço 
humoral do sistema imune através do 
reconhecimento e opsonização de ligantes 
microbianos e na inflamação, através da 

ativação das vias do complemento 2. A 
Pentraxina 3 (PTX3) é uma proteína 
octamérica expressa principalmente por 
células dendríticas, epiteliais e fibroblastos em 
resposta a estímulos pró-inflamatórios como 
TNFA 3; 4, IL1B 4 e agonistas de receptores do 
tipo Toll 5, no próprio sítio da inflamação. O 
protômero de PTX3 se organiza numa 
estrutura quaternária complexa 6, que o torna 
capaz de reconhecer vários ligantes, dentre 
eles motivos microbianos (mediando a 
resposta imune inata a diferentes 
microrganismos) e fatores de crescimento 
como o FGF2 (Fator de Crescimento de 
Fibroblasto 2) 7.  

O FGF2 é um membro da superfamília 
dos FGFs e é um potente fator mitogênico e 
angiogênico 8. Seu engajamento aos seus 
receptores específicos do tipo tirosina quinase 
(TKR) promove a ativação de vias de 
sinalização promotoras da migração, 
diferenciação, motilidade e sobrevivência 
celular 8. FGF2 já foi caracterizado como um 
fator importante que estimula a progressão de 
tumores de mama, próstata e melanoma 9. 

Ao interagir com FGF2 (interação 
proteína/proteína) PTX3 inibe os efeitos 
mitogênicos e angiogênicos promovidos por 
este fator 10, o que torna PTX3 um candidato 
para o tratamento de doenças dependentes da 
proliferação descontrolada de células e 
angiogênese, como a psoríase, a retinopatia 
diabética e o câncer 9. Recentemente, foi 
mostrado que PTX3 é capaz de inibir a 
proliferação dependente de FGF2 em células 
endoteliais in vitro 10 e a transição epitélio-
mesênquima (EMT) em células de melanomas 
murino in vitro 11. Entretanto, mais estudos se 
fazem necessários visando à investigação do 
efeito biológico de PTX3 em diferentes tipos 
de tumores para avaliar o seu potencial para 
uso em terapias multimodais de neoplasias. 
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o 
efeito do tratamento com a proteína PTX3 
recombinante sobre a proliferação das células 
SK-MEL-37 e SK-MEL-188, provenientes de 
melanoma humano, e dos fibrossarcomas 
murinos MC-TGS-1751 (MC17-51) e SaI/N. 

 

Metodologia 

A proteína PTX3 recombinante humana 
(rhPTX3) e murina (rmPtx3) foram gentilmente 
cedidas pela Dra. Cecilia Garlanda do Instituto 
Clínico Humanitas (Milão, Itália) e foram 
produzidas em células CHO em condições 
livres de LPS 12. As linhagens de 
fibrossarcoma murino, MC17-51 e SaI/N, e de 
melanoma humano, SK-MEL-37 e SK-MEL-
188, foram obtidas do American Type Culture 
Collection (ATCC) e Sloan-Kettering Cancer 
Center, respectivamente. As células foram 
cultivadas em DMEM ou IMDM (SaI/N) 
suplementados com 10% de soro fetal bovino 
(SFB).   

Para análise da expressão basal dos 
genes, o RNA total das linhagens celulares foi 
extraído utilizando o reagente TRIzol® 
(Invitrogen), seguindo as recomendações do 
fabricante. O DNA complementar (cDNA) foi 
sintetizado utilizando a transcriptase reversa 
ImProm-IITM (Invitrogen) e iniciadores 
oligo(dT)20 (IDT), a partir de 2 µg do RNA total. 
O cDNA sintetizado foi utilizado como molde 
nas reações de PCR em tempo real (qPCR) 
utilizando iniciadores específicos para os 
genes alvo PTX3 e FGF2 e para os genes 
normalizadores GAPDH, ACTB e HPRT1. As 
reações de RT-qPCR foram feitas utilizando o 
reagente SYBRTM Green Master Mix (Applied 
Biosystems) no termociclador ABI 7900HT 
(Applied Biosystems) sob condições 
padronizadas de iniciadores que forneciam 
eficiência de amplificação na faixa de 90-110% 
e que não gerassem dímeros e amplificações 
inespecíficas. 

A proliferação celular em resposta ao 
tratamento com a Pentraxina 3 foi avaliada 
pelo ensaio colorimétrico do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 
(MTT). Para esse ensaio, as células das 
linhagens de fibrossarcoma murino (1 a 3 x 
103) e de melanoma humano (3 a 6 x 103) 
foram cultivadas em placas de 96 poços (área 
de 0,3 cm2) e incubadas em DMEM ou IMDM 
(SaI/N) com 10% SFB por 18 a 24 h. Em 
seguida, o meio foi substituído e as células 

incubadas por mais 24 h em meio contendo 
0,5% de SFB. Após o período de privação de 
soro, as células foram tratadas com a PTX3 
murina ou humana (5 µg/ml) nos tempos de 0, 
24, 48 e 72 h em presença de baixa (2%) ou 
alta (10%) concentração de SFB. Em seguida, 
o MTT (0,5 µg/ml) foi adicionado às culturas e, 
após 2-3 horas, o meio foi aspirado e os 
cristais de formazan formados solubilizados 
em solução de dimetilformamida e duodecil-
sulfato de sódio 10% (SDS) (1:1, v/v). As 
placas foram mantidas a temperatura 
ambiente, em agitação e protegidas da luz por 
2 h. A absorbância da solução foi avaliada sob 
o comprimento de onda de 570 nm no leitor de 
placas Varioskan Flash (Thermo Scientific). Os 
ensaios de proliferação celular foram 
realizados em triplicatas biológicas. As 
análises estatísticas (ANOVA), foram feitas 
utilizado o software GraphPad Prism® 6 
(GraphPad Softwares). Foram consideradas 
comparações significativas as que 
apresentaram um valor de p menor ou igual a 
0,05.  

 

Resultados e discussão 

Os resultados do RT-qPCR mostraram 
que as linhagens de fibrossarcoma murino 
estudadas expressam Ptx3 e Fgf2 de forma 
constitutiva (Figura 1). O tratamento com 
PTX3 promoveu um aumento (entre 10 e 
33%), estatisticamente significativo (p<0,05), 
da proliferação celular a partir de 48 h 
observado nas culturas em presença de baixa 
concentração de SFB (Figura 2C e D). O 
mesmo efeito pró-proliferativo foi observado 
para a linhagem MC17-51 cultivada em 
presença de 10% de SFB (Figura 2C). Os 
melanomas humanos SK-MEL-37 e 188 
apresentam níveis similares de expressão 
gênica basal de FGF2 e PTX3 (Figura 1). A 
proliferação celular destas linhagens foi inibida 
(entre 6 e 23%; p<0,01) em resposta ao 
tratamento com rhPTX3 a partir de 24 horas 
quando na presença de alta concentração de 
SFB (10%) (Figura 2A e B). Já no meio 
contendo baixa concentração de SFB (2%) foi 
observada inibição da proliferação apenas na 
linhagem SK-MEL-37 (Figura 2A). 
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Figura 1 – Níveis de expressão basal de PTX3 

e FGF2 nas células de melanoma SK-MEL37 

e SK-MLE-188 e de fibrossarcoma murino 

MC17-51 e SaI/N por RT-qPCR. Maior CT, 

menor a expressão gênica. 

 

 

Figura 2 – Análise da proliferação celular após 
o tratamento com PTX3 recombinante em 
meio contendo SFB 2% ou SFB 10% utilizando 
o método MTT. A) Melanoma humano SK-
MEL-37; B) Melanoma humano SK-MEL-188; 
C) Fibrossarcoma Murino MC17-51; 
Fibrossarcoma murino Sal/N. 

Conclusões 

Nossos dados corroboram outros 
achados que indicam uma dualidade de papéis 
de PTX3 na progressão neoplásica, onde, 
dependendo do tipo tumoral, PTX3 age tanto 
um fator oncogênico, quanto supressor de 
tumor 13; 14; 15. FGF2 é um dos componentes do 
SFB e um fator pró-mitogênico essencial para 
melanomas e outros tipos celulares 11. Porém, 
alguns autores também atribuem um papel 
inibitório da proliferação celular promovido por 
FGF2 16; 17. Dessa forma, o efeito anti-
proliferativo de PTX3 observado nos 
melanomas pode ter relação com o sequestro 
de FGF2 endógeno e/ou do SFB por PTX3, 
enquanto, nos fibrossarcomas, esse fator pode 
ter um papel anti-proliferativo e o seu 
sequestro por PTX3, pode estimular a 
proliferação celular. Contudo, são necessários 
mais estudos para melhor entender a 
interação PTX3/FGF2 e o seu impacto sobre a 
proliferação celular desses tipos tumorais.   
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