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Resumo 

Chiacetti, Ana Carolina. Potencial angiogênico de ligantes do receptor do PAF 

em tumores irradiados. 2019. 77f. Dissertação (Mestrado em Ciências com ênfase 

em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2019. 

Evidências recentes sugerem a participação do mediador lipídico “Fator Ativador de 
Plaquetas” (PAF) no crescimento de tumores e na resistência à quimio-radioterapia. 
O PAF atua através de seu receptor (PAFR), expresso em células tumorais e nas 
células do infiltrado tumoral. A irradiação leva a geração de uma série de 
fosfolipídios que atuam como ligantes do PAFR em células tumorais, aumentando 
proliferação e promovendo o fenômeno de repopulação tumoral pós-radioterapia, 
que consiste em uma proliferação anormal de células tumorais após tratamento. O 
objetivo do nosso trabalho foi avaliar a contribuição de ligantes de PAFR para a 
angiogênese no microambiente tumoral irradiado. Na primeira parte do trabalho 
mostramos que células tumorais que expressam o receptor do PAF (PAFR+), 
quando irradiadas ou tratadas com agonista do receptor (cPAF) apresentam 
aumento na expressão gênica de fatores angiogênicos (VEGF, TGF-β1, EGF, FGF2 
e PDGFB) e secreção aumentada de TGF- β1, quando comparadas com as mesma 
linhagem que não expressa o receptor (PAFR-). Estes eventos foram 
acompanhados pelo aumento da fosforilação de ERK nas células tumorais PAFR+, 
uma das vias mais importantes na produção de fatores angiogênicos. Na segunda 
parte, mostramos que a injeção subcutânea de uma mistura células tumorais PAFR+ 
irradiadas com uma pequena quantidade de células tumorais viáveis, simulando a 
repopulação tumoral in vivo, geraram tumores significantemente maiores e mais 
vascularizados do que aqueles tumores formados por células tumorais PAFR-, com 
aumento na expressão de fatores angiogênicos. O tratamento com agonista cPAF 
aumentou a angiogênese em tumores PAFR+, sugerindo a participação do PAF 
como um fator pró-angiogênico. Na terceira parte, mostramos que a ativação do 
PAFR, seja pelo PAF sintético ou por lipídeos PAF-like produzidos durante a 
radioterapia, induz a proliferação de células endoteliais (HUVEC), via indução de 
fatores angiogênicos produzidos pelas células tumorais. Além disso, observamos 
que as células endoteliais expressam PAFR e o tratamento com antagonista do 
PAFR (PCA4288) inibiu a proliferação destas células. Na quarta parte, avaliamos 
em modelo in vivo de carcinoma murino (LLC) que a irradiação das células tumorais 
na ausência do PAFR no infiltrado do hospedeiro (animais PAFR-/-), tem como 
consequência a angiogênese e expressão de fatores imunossupressores (TGFB1, 
IL-10, COX1 e IL-8) inibidas. Em conjunto, nossos resultados mostraram que a 
ativação de PAFR por ligantes gerados durante a irradiação ativa o PAFR expresso 
nas células tumorais, aumentando a produção de fatores pró-angiogênicos. Esta 
condição favorece a repopulação tumoral pós-radioterapia. Assim, sugerimos que o 
uso de antagonistas do PAFR associados à radioterapia pode ser uma estratégia 
terapêutica promissora para o tratamento de tumores sólidos. 

Palavras-chave: Receptor de PAF, Angiogênese, Radioterapia, Repopulação 

tumoral  



Abstract 

Chiacetti, Ana Carolina. Angiogenic potential of PAF receptor ligands in 

irradiated tumors. 2019. 77p. Thesis (Master’s degree in immunology) – Instituto 

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

Recent evidences suggest participation of the lipid mediator "Platelet Activating 
Factor" (PAF) in tumor growth and resistance to chemotherapy and radiotherapy. 
PAF acts through its receptor (PAFR), expressed on tumor cells and tumor infiltrating 
cells. Irradiation leads to the generation of a series of phospholipids that act as PAFR 
ligands in tumor cells, increasing proliferation and promoting the post-radiotherapy 
tumor repopulation phenomenon, which is an abnormal proliferation of tumor cells 
after treatment. The aim of our study was to evaluate PAFR ligands contributions to 
angiogenesis in irradiated tumor microenvironment. First, we show that PAF receptor 
positive tumor cells (PAFR+), when irradiated or treated with receptor agonist 
(cPAF), show increased gene expression of angiogenic factors (VEGF, TGF-β1, 
EGF, FGF2 and PDGFB) and increased TGF-β1 secretion when compared to the 
same non-expressing cell (PAFR-). Together with these results we observed 
increased ERK phosphorylation in PAFR+ tumor cells, one of the most important 
signaling pathways to angiogenic factors production. In the second part, we show 
that subcutaneous injection of irradiated PAFR+ tumor cells mixed with a small 
amount of viable tumor cells, simulating in vivo tumor repopulation, generates 
increased expression of angiogenic factors, larger tumors and higher vascularization 
than those tumors formed by PAFR- tumor cells. Treatment with cPAF agonist 
increases angiogenesis in PAFR+ tumors, suggesting the participation of PAF as a 
proangiogenic factor. In the third part, we show that PAFR activation, either by 
synthetic PAF or PAF-like lipids produced during radiotherapy, induces endothelial 
cell proliferation (HUVEC) via induction of angiogenic factors produced by tumor 
cells. In addition, we observed that endothelial cells express PAFR and cell 
treatment with PAFR antagonist (PCA4288) inhibited endothelial cells proliferation. 
In the fourth part, we evaluated an in vivo model of irradiated murine carcinoma 
tumor cells (LLC) in absence of PAFR in the host infiltrate (PAFR-/- animals) resulting 
in an inhibition of angiogenesis and immunosuppressive factors expression (TGFB1, 
IL-10, IL-8 and COX1). Thus, our results conclude that PAFR ligands generated 
during irradiation activates PAFR expressed in tumor cells, increasing proangiogenic 
factors production and consequent tumor neoangiogenesis. This condition favors 
post-radiotherapy tumor repopulation. Therefore, we suggest that the use of 
radiotherapy associated with PAFR antagonists may be a promising therapeutic 
strategy for solid tumors treatment. 

Keywords: PAF receptor, Angiogenesis, Radiotherapy, Tumor repopulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O Microambiente tumoral 

Na visão mais atual da oncologia, consideramos os tumores como um tecido 

altamente complexo, onde através de distorções da homeostasia tecidual original, 

são geradas e recrutadas diferentes populações de células que passam a funcionar 

sob o comando das células cancerígenas, gerando o que chamamos de 

microambiente tumoral. 

Sabe-se que durante a formação dos tumores sólidos, é primordial que ocorra o 

estabelecimento de um ambiente tecidual favorável ao crescimento neoplásico, com 

exacerbada produção de fatores de crescimento, aporte de nutrientes e oxigênio, 

que atuam de modo a garantir o sucesso da progressão tumoral. Essas condições 

são fornecidas através da participação direta de fibroblastos, células endoteliais e 

células do infiltrado inflamatório, que, recebendo os sinais liberados localmente 

pelas células tumorais, são recrutadas e moduladas para formar uma matriz tecidual 

de suporte funcional ao tumor (Figura 1)(1). 

No contexto da progressão tumoral, já foram identificados vários fatores teciduais 

que atuam localmente como peças essenciais na coordenação do processo 

neoplásico, formando uma vasta e complexa rede de sinalização entre células 

tumorais e as células infiltrantes do microambiente tumoral. Dentre os principais 

fatores, temos aqueles que são responsáveis pelo recrutamento de células do 

sistema imune; diferentes citocinas, como a Interleucina-10 (IL10) e a interleucina-

8 (IL-8), que são responsáveis pela imunossupressão e remodelamento tecidual; 

fatores com funções de indução da proliferação celular, como o Fator de 

transformação do crescimento β1 (TGF-β1), o Fator de crescimento derivado de 

plaqueta fração A (PDGFA) e B (PDGFB), o Fator de crescimento de endotélio 

vascular (VEGF), Fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF2), que atuam 

coordenando a formação de novos vasos sanguíneos e promovendo a 

reorganização da matriz extracelular para sustentar, nutrir e favorecer o crescimento 

tumoral (2). 
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Figura 1- Microambiente tumoral: O tecido tumoral é formado pela participação 
de várias células, incluindo fibroblastos, células endoteliais e células do infiltrado 
inflamatório, que, em conjunto, atuam para fornecer suporte, nutrição e oxigenação 
ao tumor. Neste contexto, as células tumorais são capazes de produzir uma série 
de fatores de crescimento, angiogênicos e citocinas que modulam funcionalmente 
as células infiltrantes da matriz tumoral para promover o crescimento tumoral. 

 

1.2. Angiogênese tumoral 

Durante a evolução do crescimento tumoral, uma das principais características 

observadas é a presença de uma profunda reorganização tecidual precedida por 

um fenômeno chamado de neoangiogênese. Este processo fisiológico é o 

responsável pela formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-

existentes, e se encontra alterado em diferentes patologias, principalmente no 

câncer. A angiogênese associada aos tumores sólidos tem a função de aumentar a 

perfusão de oxigênio e nutrientes no tecido e controlar a remoção de metabólitos 

tóxicos, permitindo o crescimento do tumor além de 2-3mm. Assim, evidências 

experimentais demonstram claramente que o crescimento de tumores sólidos é 

considerado angiogênese-dependente, e por isso, esse processo é alvo de 

inúmeras terapias (3).  
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O principal mecanismo para indução da neoangiogênese no tumor é a formação de 

áreas de hipóxia no centro tumoral, sendo uma região que apresenta baixa pressão 

de oxigênio e pouca vascularização, submetendo as células tumorais a um intenso 

estresse metabólico. Tais condições desencadeiam o processo conhecido como 

“switch angiogênico”, que é caracterizado por um desbalanço na produção de 

fatores anti e pró-angiogênicos no tecido. Células em estado de hipóxia são 

estimuladas a expressar o fator induzível por hipóxia-1α (HIF-1α), que funciona 

como um sensor intracelular da presença de oxigênio. Em condições normais de 

oxigênio (normóxia) a cadeia alfa do HIF sofre hidroxilação pelas prolil-hidroxilases 

(PHD) dependentes de oxigênio, formando um complexo com o fator de Von Hippel-

Lindau (BVS); por sua vez, esse complexo se liga à ubiquitina (Ub) e 

subsequentemente se degrada no proteassoma. Sob condições de oxigênio 

reduzido (hipóxia), a atividade das PHD diminui, o que estabiliza o HIF-1α e o 

acumula no citoplasma, podendo então ser fosforilado por enzimas da via de MAPK 

(Mitogen Activated Protein Kinases). Uma vez fosforilado, o HIF-1α se transloca 

para o núcleo e forma complexos com regiões promotoras de vários genes, 

coordenando a produção de uma série de fatores de crescimento que regulam a 

formação de novos vasos (4). A sinalização via HIF-1α também contribui para a 

progressão tumoral por alterar o fenótipo das células tumorais de um estado de 

dormência para o estado transformado de displasia aumentando e malignidade(5). 

Outras células associadas ao tumor, como os fibroblastos e os TAMs (tumor 

associated macrophages) também ajudam no processo de angiogênese, 

amplificando a produção desses fatores de crescimento (6). 

Os novos capilares são formados no estroma tumoral a partir da ativação de células 

endoteliais do hospedeiro por fatores de crescimento como VEGF, EGF e FGF2, 

que promovem uma cascata de atividades celulares responsável por gerar a 

degradação da matriz extracelular, proliferação das células endoteliais, migração e 

formação do tubo vascular. O processo termina com a deposição de uma nova 

matriz extracelular, atração de pericitos (células indiferenciadas, de origem 

mesenquimal) para estabilização dos vasos e um retorno para o fenótipo de célula 

endotelial quiescente. Outros processos também podem ocorrer em conjunto com 

a angiogênese, como a vasculogênese (formação de vasos com a participação de 

células derivadas da medula) e a arteriogênese (fortalecimento da parede dos vasos 
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por células como pericitos e células musculares, também conhecidas como células 

murais). 

Embora seja reconhecido o papel central destes processos na progressão do tumor 

primário, os vasos tumorais costumam ser anormais, apresentando algumas 

fendas, superfícies irregulares, projeções intra-luminais, junções intercelulares 

frouxas e múltiplas camadas de células no endotélio, ocorrendo vazamentos 

vasculares, limitando o fluxo sanguíneo e facilitando a metástase tumoral. A 

incapacidade do tumor de formar vasos “funcionais” se deve principalmente à 

sinalização aberrante proveniente da produção descontrolada de fatores 

angiogênicos. Uma das consequências da pobre funcionalidade da vasculatura 

tumoral é o aparecimento de maiores áreas de hipóxia, com decorrente morte 

celular no local. Este processo culmina na produção ativa de moléculas 

inflamatórias que irão aumentar o recrutamento de células do infiltrado inflamatório 

no microambiente tumoral e ativar cascatas envolvidas com a regeneração tecidual, 

que em última instancia irá contribuir ainda mais para a progressão do tumor, 

gerando um processo vicioso e descontrolado de proliferação celular (7). 

1.3. O Papel do PAF no crescimento tumoral 

A produção exacerbada de fatores de crescimento, angiogênicos e inflamatórios no 

microambiente tumoral gera o que chamados de tríade de sinalização patológica, 

que dá origem aos diferentes fenômenos teciduais que promovem a progressão 

tumoral. Esses sinais são reconhecidos por diferentes receptores, expressos tanto 

nas células tumorais como nas células do microambiente tumoral. Em nosso 

laboratório estudamos há alguns anos o papel do receptor do PAF (PAFR) em 

processos relacionados à progressão tumoral, tais como a angiogênese e a 

inflamação. 

Em seu contexto histórico, o PAF foi descrito na década de 70 por Benveniste et al 

como um fator solúvel liberado por leucócitos de pacientes alérgicos após estímulos 

celulares, como o alérgeno (8). A partir da caracterização de sua estrutura química 

(1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina; Figura 2) em 1982 foi mostrado o 

envolvimento do PAF em diversas condições fisiopatológicas, incluindo seu 

importante papel na progressão tumoral (9). O PAF tem funções como a ativação 
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de células polimorfonucleares, monócitos e macrófagos, aumento da 

permeabilidade vascular, angiogênese e proliferação de diferentes tipos de células 

tumorais (10). 

 
Figura 2 - Estrutura da molécula de PAF: 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-

fosfocolina 

A síntese do PAF pelas células pode ser realizada por meio de duas vias 

enzimáticas independentes: a síntese pelo remodelamento ou a síntese de novo. 

Ambos processos se iniciam a partir da clivagem de fosfolipídeos de membrana 

após estímulos inflamatórios (11) ou oxidativos (12). A síntese pelo remodelamento 

foi a primeira via de biossíntese do PAF a ser descrita e se inicia após estímulos 

inflamatórios que culminam na ativação da enzima citosólica fosfolipase A2 (cPLA2), 

que então hidrolisa o grupamento acil dos fosfolipídeos ligados a colina gerando o 

liso-PAF e o ácido araquidônico (AA). O liso-PAF é então metabolizado pela enzima 

PAF-acetiltransferase (LPCAT1 ou LPCAT2) resultando no PAF biologicamente 

ativo. O PAF é regulado na célula por meio da sua degradação, onde a molécula é 

hidrolisada na posição sn-2 pela PAF-acetil hidrolase, sendo revertido a forma de 

Liso-PAF e então retorna para a membrana na forma de 1-O-alquil-acil-GPC pela 

ação da PAF-aciltransferase (13–16) (Figura 3). 

Já na via de novo da biossíntese do PAF, a enzima colinafosfotransferase (CPT) irá 

adicionar uma molécula de fosfocolina no sítio sn-3 do intermediário da síntese dos 

fosfolipídeos de membrana, o 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicerol (AAG), produzindo, 

assim, o PAF biologicamente ativo (17) (Figura 3). A via de novo é modulada a partir 

da disponibilidade de substratos, regulados para fins fisiológicos (18). As moléculas 

de PAF produzidas podem atuar em receptores intracelulares ou serem 

transportadas para o meio extracelular para atuar nos receptores da membrana 

externa (19). 
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Além do PAF gerado a partir dos processos enzimáticos, outras moléculas podem 

ser reconhecidas pelo receptor, como os análogos 1-acil PAF, fosfolipídeos 

oxidados derivados de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), lipopolissacarídeos 

e proteína A. Esses agonistas podem ser produzidos pela ação de agentes 

oxidantes, em resposta à citocinas, fatores de crescimento, stress oxidativo 

(incluindo stress induzido por tratamento quimioterápico) e irradiação ultravioleta 

(UV) e do tipo gama; tais agentes oxidantes interagem com as duplas ligações das 

moléculas lipídicas insaturadas, ocasionando nessas moléculas a formação de 

regiões similares ao PAF, capazes de se ligar ao receptor (PAFR) (8,12,20). 

 

Figura 3 – Regulação da produção do PAF pelas vias de remodelamento e de 
novo: Após estímulo celular, cPLA2 converte o 1-O-alquil-GPC presente na 
membrana celular em Liso-PAF e Ácido Araquidônico, a LPCAT converte o Liso-
PAF em PAF. O PAF presente na célula é novamente convertido em Liso-PAF pela 
PAF-acetilhidrolase e em 1-O-alquil-GPC pela PAF-aciltransferase. Na via de novo, 
a enzima colinafosfotransferase (CPT) irá adicionar uma molécula de fosfocolina no 
sítio sn-3 do intermediário da síntese dos fosfolipídeos de membrana, o 1-O-alquil-
2-acetil-sn-glicerol (AAG), produzindo, assim, o PAF biologicamente ativo. 
Adaptado de Honda 2002 (16). 
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O PAFR pertence ao grupo de receptores que se caracterizam pela presença de 

sete domínios transmembrânicos de α-hélices e que interagem com proteínas G 

(GPCR) compostas pelas subunidades α, β e γ, e sendo responsável pela ativação 

de Gαq e Gαi/o. O gene que codifica o PAFR está no cromossomo 1 na região p35-

p34.3 (21) e possui dois promotores que produzem o mesmo tipo de PAFR, sendo 

sua transcrição regulada positivamente pela transcrição dos fatores NF-κB, SP-1 e 

a citocina TGF-β2 através dos elementos de consenso do promotor 1, e o promotor 

2 sofre ação do estrogênio, ácido retinóico e hormônio tireoidiano T3 (22). O tipo de 

resposta induzido pela ativação da proteína G é altamente dependente do contexto 

e tipo celular. O estímulo de proteínas G pela ligação de PAF ao PAFR leva à 

ativação de fosfolipase A2, C e D. Pela via da fosfolipase C, ocorre a hidrolisação 

do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), gerando diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 trifosfato 

inositol (IP3), o que ativa a proteína quinase C (PKC) e medeia a liberação de cálcio 

intracelular (16,19,23). O aumento na liberação de cálcio intracelular aciona 

enzimas que aumentam a contratibilidade celular, promovendo migração e 

metástase de células tumorais. Outros efeitos incluem a promoção do ciclo celular 

e resistência a apoptose, por meio da ativação de Proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPK) e da família de Proteínas quinases dependentes de 

cálcio/calmodulina (CaMKs), as quais também ativam Akt, NF- κB e ERK; levando 

à expressão de HIF-1α e consequentemente ao aumento de angiogênese. Outras 

evidências demonstram que o aumento da sinalização de cálcio dependente de 

PAFR no tumor também está relacionado à mecanismos de evasão do tumor ao 

sistema imune (24,25), proporcionando ainda mais vantagens para o 

desenvolvimento tumoral. 

Em trabalhos anteriormente publicados, foi visto que o PAFR está expresso tanto 

nas células tumorais, quanto nas células endoteliais e células do infiltrado 

inflamatório, como macrófagos e neutrófilos. Diversos tipos tumorais (como 

sarcoma de Kaposi, carcinoma epidermóide, carcinoma hepatocelular, entre outros) 

exibem níveis alterados de expressão de PAFR em relação ao tecido sadio, 

apresentando-se altamente elevado. Em culturas in vitro foi visto que o bloqueio do 

receptor diminuiu a capacidade de proliferação de diferentes tipos tumorais (como 

câncer de mama, próstata, sarcoma de Kaposi, entre outros). Além disso, células 

tumorais produzem PAF em resposta a ativação do receptor de PAF e pelo estímulo 
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de fatores como VEGF, FGF2, HGF, TNFα e trombina. Ao serem ativados por 

ligantes do receptor de PAF, macrófagos tumorais tendem a ter um perfil 

imunossupressor (26), podendo contribuir para a neoangiogênese e remodelamento 

tecidual, e assim auxiliar na progressão tumoral (9). De modo geral, a ativação do 

PAFR no tumor é considerada um sinal pró-tumoral (10). 

Além dessas interferências, foi demonstrado recentemente que o PAF também atua 

aumentando a resistência tumoral à morte celular induzida pelo tratamento 

antineoplásico, tanto na quimioterapia (27) como na radioterapia (28). Estes 

trabalhos demonstraram que uma associação entre antagonistas do PAFR e a 

quimio/radioterapia aumentou a eficácia do tratamento, tanto in vitro como em 

camundongos (in vivo) em modelos tumorais de carcinoma e melanoma. 

Atualmente os mecanismos envolvidos neste fenômeno estão sob investigação em 

diversos centros de pesquisa. 

1.4. PAF, radioterapia e repopulação tumoral 

Dentre os principais tipos de tratamentos contra o câncer, a radioterapia (RT) é 

utilizada com a finalidade de erradicar tumores sólidos, provocando a morte da 

célula tumoral. De acordo com a Sociedade Brasileira de Radioterapia (SBRP) cerca 

de 130 mil pacientes receberam radioterapia no ano de 2018 no Sistema Único de 

Saúde (SUS), sendo estimado que 80% dos pacientes oncológicos utilizam o 

sistema público no Brasil (29,30). Esse tipo de terapia tem um custo-benefício muito 

bom em relação a outros tipos de tratamentos existentes, sendo muito utilizada no 

Brasil e no mundo, e podendo beneficiar muito mais pacientes com o aumento da 

oferta desse tratamento nos Sistemas de Saúde mundiais (31,32). 

A radiação ionizante age localmente causando danos celulares diretos e indiretos. 

Nos efeitos diretos, a aplicação de altas energias durante a RT levam a quebra de 

simples ou de dupla fita de DNA, principalmente em células na fase de mitose, assim 

eliminando células tumorais em proliferação (33). Já os efeitos indiretos da RT, são 

os danos da irradiação que ocorrem no citoplasma das células, levando à geração 

descontrolada de espécies reativas de oxigênio, capazes de ocasionar toxicidade 

celular ao interagir com DNA, proteínas e lipídios, destruindo organelas celulares 

importantes, como as mitocôndrias e provocando a morte celular por apoptose. 
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Entretanto, efeitos indesejáveis precoces ou tardios estão entre os principais fatores 

de limitação desta terapia. Um dos efeitos adversos da radioterapia é a repopulação 

tumoral, um fenômeno conhecido por provocar a proliferação exacerbada de células 

tumorais em resposta ao processo de morte das células susceptíveis à terapia, 

havendo como consequência uma tentativa de regeneração tecidual que leva ao 

aumento agressivo do tumor e resistência ao tratamento (20,34–36). Em um estudo 

conduzido por Soraya et al foi visto que a adição de células apoptóticas a uma dose 

sub-tumorigênica de melanoma murino promoveu o crescimento do tumor de forma 

semelhante ao fenômeno de repopulação tumoral, onde a presença de células 

mortas induz a proliferação das células tumorais residuais. Neste trabalho foi visto 

que este fenômeno foi significativamente reduzido quando os animais foram 

tratados com antagonistas do PAFR, sugerindo a participação do PAF no 

crescimento tumoral em resposta à apoptose celular (37). Concomitantemente, 

Huang et al., mostrou que outros lipídios inflamatórios estão relacionados com a 

repopulação tumoral, em seu trabalho foi observado que células tumorais que 

recebem irradiação entram em processo de apoptose por meio da ativação de 

caspase 3, que é capaz de ativar a iPLA2, liberando ácido araquidônico e 

Prostaglandina E2 (PGE2), ambas participam da mesma via de produção de PAF e 

que são consideradas fatores que promovem a proliferação celular, induzindo a 

repopulação tumoral (38).  

Dentre os efeitos que ocorrem nas células, a irradiação gera espécies reativas de 

oxigênio, que interagem com moléculas da célula como as glicerofosfocolinas 

(GPCs), produzindo ligantes do PAFR como o acil PAF e diferentes GPCs oxidados 

(ox-GPCs), denominados PAF-like. A produção de moléculas PAF-like e a ativação 

do PAFR aumentam progressivamente de acordo com a dose de irradiação 

utilizada, chegando ao limite de ativação na dose de 10Gy, tal estímulo pode ser 

avaliado pela ativação dos canais de cálcio e pela produção de IL-8 (12). 

Em estudos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado que a radiação do tipo 

gama induz efeitos como o aumento da expressão do PAFR, a produção de ligantes 

de PAFR e PGE2 em linhagens de células tumorais de carcinoma uterino (C33A, 

SiHa e HeLa) e carcinoma escamoso de cabeça e pescoço (SCC90 e SCC78) (28). 

Para demonstrar o fenômeno de repopulação tumoral, foram utilizadas células 
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derivadas de carcinoma murinho (TC-1) e um modelo de células de carcinoma 

epidermóide humano (KBM; PAFR-) transduzidas com o PAFR (KBP; PAFR+), 

sendo feita uma co-injeção (in vivo) de células viáveis com células irradiadas. A 

expressão de PAFR e sua ativação aumentaram progressivamente de acordo com 

o nível da dose de irradiação (4 e 8Gy) e a produção de PGE2 e o fenômeno de 

repopulação tumoral foram reduzidos com o uso de antagonistas de PAFR (39). 

Além disso, os ligantes de PAFR produzidos durante a radioterapia possuem um 

efeito protetor no processo de morte celular, algo que pode ser revertido com o uso 

de antagonistas de PAFR (10). 

Também já foi demonstrado que a irradiação UV (irradiação ionizante do tipo α e β), 

foi capaz de induzir a produção exacerbada de quimiocinas (CXCL1, CXCL2 e 

CXCL3) e citocinas (CCL20 e TNF-α) na presença do PAFR, em modelos in vitro 

com células tumorais PAFR- e PAFR+ (KBM/KBP) e em animais selvagens e 

knockout para o PAFR (40). 

Além dos efeitos de ativação do PAFR nas células tumorais, os ligantes desse 

receptor também são capazes de estimular outras células do microambiente 

tumoral, como as células do sistema imune e células endoteliais, modulando o perfil 

de macrófagos para uma resposta regulatória (41) e induzindo a angiogênese 

tumoral através da expressão de fatores angiogênicos, migração de células 

endoteliais e formação de novos vasos (2,42). Existem evidências sobre a produção 

de PAF em condições de hipóxia em células endoteliais derivadas de cordão 

umbilical (43) e em células de diferentes linhagens tumorais de forma independente 

da expressão de HIF1α e HIF2α (44). PAF induz a superexpressão de fatores 

angiogênicos, tais como o VEGF, o FGF e as angiopoietinas, é capaz de estimular 

diretamente a migração de células endoteliais de forma dependente da dose e tais 

fenômeno são inibidos por antagonistas do receptor (45–49). Viu-se também a 

ativação das vias de ERK pelo PAFR sendo responsável pela expressão de fatores 

angiogênicos como VEGF, TNF-α, IL-1α e FGF2 (50). Portanto a ativação de PAFR 

é uma importante via para a angiogênese tumoral. 

De acordo com o que foi descrito sobre o PAF, em nosso trabalho procuramos 

estudar como os ligantes do receptor de PAF induzem o fenômeno de repopulação 

tumoral pós radioterapia, focando principalmente na formação de novos vasos 
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sanguíneos, um processo tão importante para o crescimento acelerado dos 

tumores. Foi o objetivo desse trabalho responder essas questões em modelos de 

repopulação in vitro e in vivo. Para isso, na primeira parte do trabalho analisamos in 

vitro a expressão de fatores angiogênicos e ativação de via de sinalização em 

células tumorais negativas (PAFR-; KBM) e positivas (PAFR+; KBP) para o PAFR, 

tratadas com irradiação ou agonista sintético do PAFR. Na segunda parte, 

analisamos a angiogênese dependente da presença do PAFR nas células tumorais 

em modelo de repopulação tumoral in vivo. Na terceira parte, avaliamos os efeitos 

da ativação do PAFR sobre a proliferação de células endoteliais em modelo de co-

cultura com células tumorais irradiadas ou tratadas com o agonista, nesta parte 

também foi avaliado o bloqueio do PAFR em células endoteliais. E por fim, na última 

parte do trabalho, avaliamos o impacto da ausência do PAFR no microambiente 

tumoral sobre a angiogênese, utilizando modelo de repopulação tumoral em animais 

knockout para o PAFR. 
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2. Objetivo 

O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial angiogênico de ligantes 

do receptor do PAF produzidos em resposta à radioterapia durante a repopulação 

tumoral. Para isso analisamos: 

a) O efeito da radioterapia e do agonista do PAFR na expressão de fatores de 

crescimento e angiogênicos em células tumorais negativas e positivas para 

expressão de PAFR. 

b) A resposta proliferativa de células endoteliais ao agonista ou antagonista do 

PAFR ou em co-culturas com células tumorais irradiadas. 

c) O crescimento tumoral e a formação de vasos em modelo in vivo de 

repopulação tumoral após a radioterapia e em contexto dependente da 

presença ou ausência de PAFR na célula tumoral ou no microambiente 

(animais PAFR KO). 
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3. Metodologia 

3.1. Linhagens celulares 

Foram utilizadas linhagens de carcinoma epidermóide oral humano (células KB; 

ATCC® CCL-17™, cedida pelo Dr. Travelers), cuja expressão do receptor do PAF 

foi inserida artificialmente por transdução genética de plasmídeo contendo o gene 

do PAFR. Neste trabalho, as células KB negativas para expressão do receptor do 

PAF foram chamadas de PAFR- e as células KB positivas para o receptor do PAF 

foram chamadas de PAFR+. Também utilizamos uma linhagem de célula endotelial 

derivadas de cordão umbilical humano imortalizadas (HUVEC; cedida pelo Dr. Brian 

Strauss) que expressam a proteína fluorescente vermelha tomato, inserida 

artificialmente por transdução viral PuRO1Tomato. Linhagens de câncer cervical 

(C33 e SiHa); células derivadas de carcinoma epidermoide de pulmão de 

camundongos (LLC, Lewis Lung Carcioma, ATCC® CRL-1642™). Todas essas 

linhagens são certificadas pela ATCC (American Type Culture Colection, Manassas, 

EUA) e são mantidas em banco de células sediado no laboratório da Dra. Ana Paula 

Lepique, do Instituto de Ciências Biomédicas. 

3.2. Cultivo das linhagens celulares 

As células foram cultivadas em garrafas de poliestireno para cultura de células 

(Falcon, Becton Dickinson and Company, Franklin Lopes, NJ, USA) contendo meio 

de cultura DMEM High-glucose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

(BovineCalfSera, GibcoTM, Invitrogen Corporation, Burlington, Canada) e 

Antibiótico/antimicótico (1,000 units/mL penicilina, 1,000 µg/mL of streptomicina, e 

25 ng/mL of anfotericina) (Gibco/Life Interpraise Brasil, Limeira, São Paulo, Brasil). 

As células foram incubadas inicialmente em uma concentração de 5 x 104 células / 

mL a 37ºC, em uma atmosfera de 5% de CO2. 

3.3. Irradiador 

As células foram irradiadas na potência de 2 / 6 /12Gy em irradiador Gammacell 

(Atomic Energy of Canada LTD) modelo CC-22C, número de série 142, Certificado 

AECD número CDN-U-13, de fonte de Cobalto 60 no Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares (IPEN) operado pela Engenheira Elizabeth Sebastiana 

Ribeiro Somessari, responsável pelo setor de irradiação.  
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3.4. Avaliação de expressão gênica 

O RNA das amostras foi extraído por método de extração com TRIzol™ Reagent 

(REF: 15596018, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), conforme 

protocolo do fabricante. O mRNA foi então quantificado utilizando Thermo 

Scientific™ NanoDrop 2000 e a integridade do mRNA testada em gel de agarose. 

O cDNA foi gerado com a utilização do kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

Kit (REF: K1622, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Em seguida 

a expressão gênica foi avaliada por qPCR para os fatores angiogênicos e de 

crescimento (hVEGFA, hFGF2, hEGF, hTGF-β1, hPDGFA e hPDGFB) e citocina 

(hIL-8) para os experimentos com células de origem humana, e o Fator de 

crescimento mTGF- β1, citocinas (mIL-8 e mIL-10) e fator da via de produção de 

PGE2 (mCOX-1) para experimento com célula de origem animal. 

Tabela 1 – Sequência de Primers 

Gene Forward Reverse 

hHPRT1 GCG ATG TCA ATA GGA CTC CAG TTG TTG TAG GAT ATG CCC TTG A 

mHPRT1 AAC AAA CTC TGG CCT GTA TCC CCC CAA AAT GGT TAA GGT TGC 

hVEGFA AGT GGT GAA GTT CAT GGA TGT GCA CAC AGG ATG GCT TGA AGA 

hFGF2 AGA AGA GCG ACC CTC ACA TCA CGG TTA GCA CAC ACT CCT TTG 

hEGF GCT GCT CAC TCT TAT CAT TCT GTT TGG TTC CTT CTG TGT CAA TCC TA 

hTGF-β1 CGT GCT AAT GGT GGA AAC GCT CTG ATG TGT TGA AGA AC 

mTGF-β1 CTC CCG TGG CTT CTA GTG C GCC TTA GTT TGG ACA GGA TCT G 

hPDGFA GCA AGA CCA GGA CGG TCA TTT GGC ACT TGA CAC TGC TCG T 

hPDGFB ACA CCA GTC ACC TCG TCT C ACC ATC TAC AGC CAC CTC AA 

hIL-8 ACT GAG AGT GAT TGA GAG TGG AC AAC CCT CTG CAC CCA GTT TTC 

mIL-10 GGA CCA GCT GGA CAA CAT ACT G ACC AGG TAA AAC TGG ATC ATT TCC 

mCOX1 TTC AAC ACA CTC TAT CAC TGG C AGA AGC GTT TGC GGT ACT CAT 

 

3.5. Expressão de fatores de crescimento em células tumorais irradiadas 

As células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em densidade 5x105 células por poço, 

incubadas por 12hs em DMEM High-glucose com 10% de SFB. As células foram 

então lavadas 3 vezes com PBS aquecido à 37°C e incubadas por 24 hs em DMEM 

0,5% de BSA purificado (REF: A7030, Lote: 071M1460V, Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, USA). Após este período, o meio das células foi renovado e separadas 
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em 4 grupos para receberem os respectivos tratamentos: irradiadas nas condições: 

1) Grupo controle (sem irradiação); 2) irradiadas 2Gy; 3) irradiadas 6Gy; e 4) 

irradiadas 12Gy. Após 1hr de incubação, o RNA foi extraído para análise de 

expressão gênica pelo método de qPCR para os seguintes genes: VEGF, TGF-β1, 

FGF2, EGF e PDGFB e após 6 e 24 horas o sobrenadante foi coletado para 

dosagem de fator de crescimento (TGF-β1; REF: DY240, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA). 

3.6. Indução de fatores de crescimento por agonistas do receptor de PAF: 

As células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em densidade 5x105 células por poço, 

incubadas por 12hs em DMEM High com 10% de SFB. As células foram então 

lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado DMEM 0,5% de BSA purificado e 

incubadas por 24hs. As células foram estimuladas com agonistas do receptor de 

PAF nas condições: 1) veículo (0,1%EtOH); 2) cPAF 10 nM; e 3) cPAF 100 nM. 

Após 1hr o RNA extraído para análise de expressão gênica e após 6 ou 24 horas 

foi coletado o sobrenadante para dosagem de fator de crescimento. 

3.7. Ativação da via de sinalização em células irradiadas 

Foram plaqueadas 106 células por poço (PAFR- ou PAFR+) em meio DMEM 10% 

de SFB. Após 12 horas, as células foram incubadas em meio DMEM 0,5% de BSA 

por 24 horas. As células foram estimuladas nas condições: veículo (EtOH), cPAF 

10nM, e PCA 10nM, e em seguida irradiadas (12Gy). Após 30 minutos as amostras 

foram coletadas. 

3.8. Extração e quantificação de proteínas 

As células foram lisadas com o seguinte tampão de lise: RIPA: 150mM de NaCl, 50 

mM Tris-HCl pH 8,0; 1% NP40; 0,5% deoxicolato de sódio e 0,1% SDS; inibidores 

de fosfatases: Fluoreto de sódio [  ] final = 5mM e Ortovanato de sódio [  ] final = 

1mM ; inibidores de proteases (Sigma - P8340 -1:100 ou 1uL para cada 106 cel). Os 

lisados foram centrifugados a 12.500 rpm por 15 min e os sobrenadantes 

transferidos para novos tubos. As amostras foram quantificadas com o kit PierceTM 

BCA Protein Assay Kit (cat. 23225, Thermo Scientific, Rockford, USA) seguindo as 

recomendações do fabricante e utilizando albumina sérica bovina (BSA) para fazer 
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uma curva de concentração. Ao final, foi adicionado tampão redutor (250mM de 1M 

Tris HCL pH6,8, 0,2%SDS, 1% de glicerol, 0,5% 2-mercaptoetanol) às amostras. 

3.9. Western blotting 

As amostras foram corridas em SDS-PAGE em voltagem controlada. Após a corrida 

foi feita a transferência para membrana de PVDF (GE Healthcare). Após a 

transferência, a membrana foi bloqueada com TBST (Tris-HCl pH7,6 - 20 mM / NaCl 

100 mM / Tween 20 0,1%) com 2,5% de leite desnatado por 1 hora à temperatura 

ambiente. A membrana foi incubada com o anticorpo primário de escolha (Tabela 

2) em solução de bloqueio (2,5% BSA em TBST), overnight. Após isso, foi colocado 

o anticorpo secundário acoplado à peroxidase (Tabela 2) em solução de bloqueio 

(2,5% BSA em TBST) por 1 hora e a membrana foi revelada com kit de 

quimioluminescência (SuperSignal West Pico, REF: 34080, Thermo Scientific, 

Rockford, U.S.A.) 

Tabela 2 – Lista de anticorpos utilizados em Western Blotting 

Alvo Diluição Catálogo Marca 

Fosfo ERK 1:1000 9196S Cell Signaling 

Laminina 0,1 μg/ml Ab16048 Abcan 

Anti-Rabbit IgG 1:2000 7074 Cell Signaling 

 

3.10. Animais 

Utilizamos camundongos machos de 6 a 8 semanas de idade (25-30g) Balb/C 

NUDE, C57BL/6 e C57BL/6 PAFR KO. A linhagem Balb/C NUDE foi utilizada no 

modelo tumoral PAFR- e PAFR+, pois essas linhagens tumorais são de origem 

humana e necessitam crescer em animais imunodeficientes. Os animais C57Bl/6 e 

PAFR KO foram utilizados para o modelo tumoral utilizando a linhagem murina LLC. 

Os animais foram fornecidos em condições germ-free pelo biotério da FMUSP e do 

biotério central do ICB, e mantidos durante a experimentação no biotério do 

departamento de imunologia do ICB/USP, sob temperatura 25 ºC, atmosfera de 50-

60% de umidade relativa do ar, submetidos a um ciclo de 12 horas claro/escuro, 

recebendo água e ração ad libitum. Todos os protocolos de manipulação dos 

animais seguiram as normas estabelecidas pelo Comitê de Ética em 
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Experimentação Animal do ICB/USP nos protocolos aprovado nº 8910141117 e 

47/2016/CEUA. 

3.11. Avaliação in vivo da repopulação tumoral 

Após anestesiar os animais com solução ketamina (10%) e xilasina (5%) injetadas 

por via intraperitoneal, os animais foram separados aleatoriamente em 2 grupos 

(Controle e Repopulação).Foram injetados no dorso de animais Balb/C NUDE, 

células tumorais PAFR- ou PAFR+ nas condições controle sem irradiação (PAFR- 

CT ou PAFR+ CT) (105 células/200µl) e co-injeção de células viáveis e células 

irradiadas (PAFR- IR ou PAFR+ IR) (105 células viáveis + 106 células irradiadas a 

12Gy/200µl) para simular o fenômeno de repopulação tumoral. Para os ensaios 

utilizando animais C57Bl/6 WT e PAFR KO seguimos a mesma metodologia, porem 

foi injetado uma quantidade menor de uma mistura de 2x105 de células tumorais 

viáveis (LLC e LLC GFP na proporção de 100:1) em animais separados em dois 

grupos (CT e Repopulação). O volume tumoral “(Diâmetro maior X Diâmetro 

menor2) X 0,5” foi aferido com o auxílio de um paquímetro a cada 2 dias após o 12º 

dia, quando os tumores se tornaram palpáveis, até 18 dias (NUDE) e 20 dias (WT 

e PAFR KO) e, em seguida os animais foram sacrificados. Os tumores foram 

coletados, medidos e pesados. Uma biopsia foi retirada e congelada em nitrogênio 

líquido para posterior avaliação da expressão de marcadores tumorais por PCR em 

tempo real (qPCR). Do restante do tumor foi preparado suspensões celulares após 

maceração e digestão das amostras com colagenase (1 mg/mL em PBS por 30 min 

a 37 ºC em agitação). As células mantidas no gelo em solução de HANK’s 1X PH 

7.4, contendo 5% de SFB e DNAse (0,5 U/mL), e a viabilidade, avaliada por 

exclusão de Trypan Blue. Após esse procedimento, as células provenientes dos 

tumores foram marcadas com CD31 (marcador de célula endotelial), para 

avaliarmos a quantidade de células endoteliais nas diferentes condições.  

Tabela 3 – Anticorpos de citometria e imunofluorescência  

Marcador Titulação Clone Marca Catálogo Lote 

CD31 1:800 390 Biolegend 102407 B224809 

PAFR 1:200 - Cayman 1800364-98 0412628 

Anti-Rabbit 
FITC Donkey 

1:200 Poly4064 Biolegend 406403 B165305 
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3.12. Crescimento tumoral em base de matrigel 

Os animais foram separados em dois grupos (controle e tratados com cPAF), onde 

foi injetado no mesmo animal 2x106 células tumorais PAFR- (flanco esquerdo) e 

PAFR+ (flanco direito) em 200 µl (100µl de células tumorais + 100µl de matrigel) no 

grupo controle, e no grupo tratado foi adicionado 100nM de cPAF à solução. Depois 

de 7 dias da injeção, os animais foram eutanasiados, os plugs de matrigel foram 

retirados e processados para quantificação de hemoglobina por ensaio de 

colorimetria. 

3.13. Imunofluorescência de células 

Foram plaqueadas células HUVEC em DMEM 10% SFB. Após o período de 

incubação de 6 dias, os poços contendo as células foram lavados 3 vezes de 1 

minuto com PBS, fixadas por 10 minutos em metanol gelado, lavadas 3 vezes de 1 

minuto com PBS, foi feito bloqueio por 30 minutos com PBS 5% SFB, foram 

marcadas com anticorpo primário hPAFR (Tabela 3) na diluição 1:200 (200 uL/poço) 

e incubado por 20 minutos em T.A., lavadas 3 vezes de 1 minuto com PBS, 

incubadas em anticorpo secundário (Tabela 3) na diluição 1:200 por 20 minutos à 

T.A., lavadas 1 vez de 1 minuto com PBS à T.A. e foi adicionado DAPI e incubadas 

por 10 minutos. As fotos foram feitas em microscópio de fluorescência (Nikon 

Eclipse Ti-S Inverted Microscope) no aumento de 10x. 

3.14. Citometria 

Células HUVEC foram marcadas para identificação da presença do PAFR na 

superfície ou no citoplasma das células. Nas amostras com a condição 

permeabilizadas foi adicionado 100 uL CytofixCytoPerm por 30 min lavadas com 

MTH. Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo primário hPAFR 

(Tabela 3) na diluição 1:1000 e incubado por 20 minutos em T.A., incubadas em 

anticorpo secundário (Tabela 3) na diluição 1:200 por 20 minutos à T.A., lavadas 1 

vez de 1 minuto com MTH à T.A. 

3.15. Curva de crescimento de células endoteliais (HUVEC) 

Foram plaqueadas 5X104 células por poço em placa de 6 poços, e incubadas por 

12 horas em meio DMEM 10% de SFB. As células foram então lavadas 3 vezes com 
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PBS e foi adicionado DMEM 2% de SFB e incubadas por 24 horas. As células foram 

tratadas nas seguintes condições: veículo (etanol), cPAF (100 nM e 10 nM) e PCA 

(10 µM). A proliferação celular foi analisada por contagem em câmara de Newbauer 

até o 10º dia com intervalos de 2 dias e os estímulos foram trocados no mesmo 

intervalo. A análise foi realizada em duplicata em 2 experimentos independentes. 

3.16. Proliferação de células endoteliais em co-cultura com células tumorais 

irradiadas 

As células PAFR- e PAFR+ foram irradiadas em diferentes doses (2, 6 e 12Gy) e 

plaqueadas (2x105 células por poço) em co-cultura com células HUVEC-tomato (104 

células por poço). Também foi feita co-cultura das células tumorais e HUVEC 

tratadas com agonista de PAFR (cPAF 10nM), ou sem tratamento (controle). O meio 

foi trocado a cada 2 dias até o décimo dia de experimento, quando a proliferação 

celular foi analisada por citometria de fluxo. O mesmo protocolo foi realizado com 

células C33, SiHa e HaCat e tratadas com cPAF e PCA (10nM). 

3.17. Proliferação de células endoteliais estimulada com sobrenadante de 

células tumorais tratadas com irradiação 

Foram plaqueadas 8x105 células de PAFR- e PAFR+ e 104 de HUVEC por poço em 

placa de 6 poços, e incubadas por 12 horas em meio DMEM 10% de SFB. As células 

foram então lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado DMEM 0,5% de BSA e 

incubadas por 24 horas. As células PAFR- e PAFR+ receberam estímulos de cPAF 

10nM e irradiação (12Gy). O sobrenadante das células PAFR- e PAFR+ foi coletado 

após 24 horas e adicionado sobre as células HUVEC nas condições: meio DMEM 

0,5%BSA, sobrenadante de células sem tratamento (0Gy), sobrenadante de células 

com cPAF 10nM e sobrenadante de células irradiadas (12Gy). A proliferação celular 

de células HUVEC foi analisada após 72 horas de tratamento com o sobrenadante, 

em câmara de newbauer coradas com Tripan Blue. 

3.18. Análise Estatística 

No geral, os resultados foram expressos pela média ± EPM (erro padrão da média). 

A diferença estatística foi considerada com p<0.05 respeitando-se possíveis 

particularidades de cada metodologia, utilizamos os métodos de análise estatística 
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Test t Student para gráficos em que houve comparação entre dois grupos 

experimentais, e One-way ANOVA (análise de variância) para comparação entre 

mais de dois grupos experimentais de múltiplas comparações, com o programa 

GraphPadPrism 6 (GraphPad Software). Os dados de qPCR foram normalizados 

em relação ao gene housekeping (HPRT), de acordo com o método de análise de 

ΔΔCT (51) nas condições controle de cada experimento e de forma independente 

para cada linhagem celular. 
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4. Resultados 

 

4.1. O PAFR na expressão de fatores de crescimento em células tumorais 

irradiadas  

Células tumorais irradiadas, ao entrar em processo de morte celular, liberam fatores 

que estimulam o crescimento das células tumorais que sobrevivem à irradiação, 

provocando assim o surgimento do fenômeno de repopulação tumoral (52). 

Trabalhos do nosso laboratório mostraram que células tumorais podem expressar 

PAFR e sua ativação por ligantes deste receptor tem um papel importante no 

fenômeno de repopulação tumoral pós irradiação (28,39). Na primeira parte deste 

trabalho, analisamos se a ativação do PAFR modula a expressão de fatores de 

crescimento e angiogênicos em células tumorais submetidas à irradiação. 

 

4.1.1. A irradiação aumenta a expressão de fatores de crescimento em células 

tumorais que expressam PAFR 

Para isto utilizamos uma linhagem de carcinoma epidermóide oral humano (KB 

cells), no qual o receptor do PAF foi inserido artificialmente, por transdução genética 

de um plasmídeo contendo o gene do PAFR. Assim, obtemos uma linhagem de 

células KB que tem alta expressão do receptor do PAF (KBP ou PAFR+) e outra 

linhagem que não expressa funcionalmente este receptor, onde foi inserido um 

plasmídeo vazio (KBM ou PAFR-). 

Na realização do experimento, células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em 

concentração de 5x105 células por poço e tratadas com doses crescentes de 

irradiação (2Gy, 6Gy e 12Gy), e após 1 hora, foi coletado o RNA das células 

tumorais para analise por qPCR da expressão de fatores de indução de vasos, como 

VEGF, TGF-β1, EGF e FGF2 (Figura 4A, 4B, 4C e 4D, respectivamente) e fator de 

crescimento (PDGFB; Figura 4E). Escolhemos o tempo de 1 hora para analise após 

a radioterapia por ser este o momento de máxima produção dos agonistas de PAFR 

pelas células tumorais após o estímulo com a radiação (12) e por ainda não ter 

ocorrido a morte celular devido ao tratamento. 



43 
 

 
 

Como apresentado na Figura 4, células PAFR+ tratadas com doses crescentes de 

radioterapia apresentaram maior expressão dos fatores VEGF (4A), TGF-β1 (4B) e 

PDGFB (4E) em relação as células PAFR- irradiadas e comparado aos controles 

que não receberam irradiação. Para os fatores EGF (4C) e FGF2 (4D) a expressão 

foi aumentada somente nas doses maiores (6Gy ou 12 Gy), comparando-se células 

PAFR+ e PAFR-, e ao comparar com o controle PAFR+ sem irradiação. 

 
Figura 4 – A irradiação aumenta a expressão de fatores de crescimento em 
células tumorais. Células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em concentração de 
5x105 células por poço e foram submetidas à diferentes doses de irradiação (2Gy, 
6Gy e 12Gy), após 1 hora foi analisada a expressão gênica. São mostrados a média 
± EPM do aumento da expressão gênica normalizada em relação ao grupo controle 
de cada linhagem. A) expressão de VEGFA, B) TGF-β1, C) EGF, D) FGF2 e E) 
PDGFB. N=4. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs Irradiação.  

 

Devido a expressão gênica aumentada do TGF-β1 nas culturas irradiadas ter sido 

a mais expressiva em relação a todos os genes avaliados, resolvemos analisar 

também a produção e liberação desse fator no sobrenadante dessas culturas. Após 

6 (Fig. 5A) ou 24 horas (Fig. 5B) da irradiação foi coletado o sobrenadante das 

células para dosagem de TGF-β1 por ELISA. As células PAFR+ apresentaram 

maiores níveis de TGF-β1 nas condições controle e/ou irradiadas quando 

comparadas com as células PAFR-. 
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Figura 5 – A produção de TGF-β1 está aumentada em células PAFR+ 
submetidas à irradiação. Células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em 
concentração de 5x105 células por poço e foram tratadas com diferentes doses de 
irradiação (2Gy, 6Gy e 12Gy). Após 6 e 24hs de tratamento, foi coletado o 
sobrenadante dessas células e feita a dosagem de TGF-β1 pelo método de Elisa. 
A) quantidade de TGF-β1 no sobrenadante das células tratadas após 6 horas, B) 
após 24 horas. N=3. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs Irradiado. 

 

4.1.2. Agonista de PAFR aumenta a expressão de fatores de crescimento em 

células tumorais 

Dados obtidos recentemente mostraram que a radioterapia induz a produção de 

grandes quantidades de fosfolipídeos oxidados que se ligam ao PAFR (moléculas 

PAF-like) promovendo o fenômeno de repopulação tumoral (38). Resolvemos 

investigar se a ativação do PAFR pelo seu agonista PAF (alquil-acil-glicero-

fosfocolina) teria o mesmo efeito. Para isto utilizamos o agonista estável cPAF nas 

doses 10 e 100 nM para estimular as células tumorais por 1 hora. Vimos que VEGF, 

TGF-β1, FGF2 e PDGFB (Figuras 6A, 6B, 6D e 6E, respectivamente) estavam 

aumentados nas células PAFR+ quando tratadas com ambas as doses de cPAF, 

quando comparadas com as células PAFR-. O aumento de EGF (Figura 6C) foi 

expressivo somente na concentração de 100nM. 
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Figura 6 – Expressão de fatores de crescimento após tratamento com agonista 
do receptor de PAF: Células PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas na concentração 
de 5x105 células por poço e tratadas com diferentes doses cPAF (10nM e 100nM), 
após 1 hora foi analisada a expressão gênica. A) VEGFA, B) TGF-β1, C) EGF, D) 
FGF2 e E) PDGFB. N=4. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Veículo vs cPAF. 

Também analisamos a expressão proteica de TGF-β1 no sobrenadantes das 

culturas de células tumorais estimuladas com cPAF. Após 6 (Figura 7A) e 24 horas 

(Figura 7B) de tratamento, células PAFR+ apresentaram maior concentração de 

TGF-β1 no sobrenadante quando comparadas com as células PAFR- em ambas 

doses do estímulo. 

 
Figura 7 – O TGF-β1 está aumentado nas culturas de células tumorais tratadas 
com agonista de PAF. Células tumorais PAFR- e PAFR+ foram plaqueadas em 
concentração de 5x105 células por poço e tratadas com diferentes doses cPAF 
(10nM e 100nM), após 6 e 24 horas o sobrenadante foi analisado pelo método de 
Elisa. A) TGF-β1 após 6 horas, B) e 24 horas. N=4. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # 
p <0.05 Veículo vs cPAF.  
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4.1.3. Ativação do PAFR e irradiação aumentam fosforilação de ERK nas 

células tumorais 

A maioria dos efeitos do PAF é mediada pela transdução de sinal efetuada pelo seu 

receptor transmembranar ligado à proteína G (revisado por Izumi & Shimizu (53)), 

que pode estar ligado à várias vias downstream, incluindo PLA2, PLC, PLD, proteína 

quinase ativada por mitogêno, tirosina quinase e adenilato ciclase. A capacidade de 

um único receptor ativar inúmeras cascatas de transdução de sinal explica a miríade 

de efeitos atribuídos ao PAF. 

Em nosso sistema, estamos interessados em explorar os efeitos da ativação do 

PAFR sobre a produção de fatores angiogênicos, assim, resolvemos inicialmente 

explorar a sinalização de PAFR via fosforilação de ERK, que representam um dos 

principais fatores de transcrição envolvidos na estimulação da angiogênese (54). 

Assim, células PAFR positivas e negativas foram tratadas previamente com 

agonista (cPAF) ou antagonista (PCA 4288) do PAFR e adicionalmente tratadas 

com irradiação. Após 30 minutos do tratamento, as células foram coletadas e a 

fosforilação de ERK analisada em comparação a expressão de Laminina (controle 

endógeno). Na Figura 8 podemos observar que houve aumento da fosforilação de 

ERK nas células PAFR+ irradiadas ou tratadas com cPAF em relação ao veículo 

que não recebeu nenhum tratamento. Esse efeito foi revertido pelo bloqueio do 

PAFR com a utilização do antagonista PCA.  
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Figura 8 – Fosforilação da via de ERK por ligantes de PAFR durante irradiação: 
A) Expressão de pERK e Laminina em células PAFR- e PAFR+ irradiadas e tratadas 
com o agonista (cPAF) ou o antagonista (PCA4288) do PAFR e submetidas à 
irradiação (12Gy). B) Gráfico quantitativo de expressão de pERK em relação à 
laminina e normalização pelo controle (CT) de tipo celular/tratamento. VEH, Veículo 
do fármaco. 
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4.2. O PAFR na repopulação tumoral e angiogênese após radioterapia em 

modelo in vivo 

 

4.2.1. A expressão de PAFR promove a repopulação tumoral pós irradiação. 

Com o intuito de avaliar as consequências da expressão exacerbada de fatores de 

crescimento em células PAFR+ irradiadas, resolvemos verificar o crescimento 

destas células em modelo tumoral ectópico aplicado em animais imunodeficientes. 

Inicialmente, avaliamos o crescimento tumoral de células PAFR- e PAFR+ injetadas 

em animais Balb/C NUDE, que foram separados em dois grupos. O primeiro grupo 

(controle ou CT) recebeu 105 células tumorais PAFR- ou PAFR+. Já o segundo grupo 

(Repopulação) recebeu uma dose de células viáveis (105) em conjunto com células 

tumorais irradiadas (106), simulando o fenômeno de repopulação (Figura 9A). Como 

pode ser observado na Figura 9B, o crescimento tumoral acompanhado durante 18 

dias foi similar entre as linhagens PAFR negativa e positiva no grupo controle. 

Porém, quando foram injetadas células tumorais irradiadas em conjunto com as 

células tumorais viáveis, houve um aumento do crescimento tumoral, estimulado 

pelos sinais da irradiação, sendo que os tumores PAFR+ do grupo de Repopulação 

foram os mais responsivos, apresentando-se significativamente maiores quando 

comparados aos demais grupos (Figura 9B). No 18º dia, os animais foram 

eutanasiados e o volume (Figura 9C) e o massa (Figura 9D) foram mensurados 

após a coleta, confirmando os achados da curva, o grupo PAFR+ Repopulação 

apresentou volume cerca de 3X maior que PAFR- Repopulação e 11X maior que os 

grupos controle. 
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Figura 9 – Repopulação Tumoral in vivo: Animais Balb/C NUDE foram separados 
em dois grupos. No grupo controle (CT) foram inoculadas 105 células PAFR- ou 
PAFR+ e no grupo Repopulação 105 células viáveis mais 106 células irradiadas (12 
Gy) PAFR- ou PAFR+. A) Esquema do experimento. B) média±EPM do volume 
tumoral de cada grupo mensurado com o auxílio de um paquímetro. As medidas 
foram realizadas a cada dois dias a partir do 12° dia (tumores se tornaram palpáveis) 
até o 18º dia, no painel à direita são mostradas fotos dos tumores após a eutanásia 
dos animais (um exemplo de cada grupo). C) volumes tumorais individuais e a 
média por grupo calculado após a coleta dos tumores.  D) Massa individual dos 
tumores (mg) e a média. N=5. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs 
Repopulação; & p <0.05 PAFR+ Repopulação vs PAFR- Repopulação e controles 
sem irradiação. 
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Para confirmar a ativação do receptor de PAF por ligantes presentes no 

microambiente tumoral, a expressão de IL-8 foi avaliada nos tumores, pois em 

trabalhos anteriores foi demonstrado que existe uma correlação direta entre a 

expressão de IL-8 e ativação de PAF em células tumorais PAFR+, sendo a IL-8 

considerada uma citocina read-out da ativação de PAFR (12). Em nosso trabalho, 

observamos que os tumores PAFR+ do grupo Repopulação apresentaram aumento 

na expressão de IL-8 quando comparados com os tumores PAFR- do grupo de 

Repopulação e aos controles sem irradiação (Figura 10). 

 

 
Figura 10 – Ativação PAFR em tumores in vivo: No 18º dia do crescimento 
tumoral em animais Balb/C Nude foram realizados a coleta de biopsias onde foi 
analisada a expressão de IL-8 foi utilizada como um read-out da ativação de PAFR 
nos tumores. São mostradas a média±DP da expressão relativa comparado aos 
grupos controle. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs Repopulação. 

 

Em relação aos fatores de crescimento envolvidos no fenômeno de repopulação 

tumoral, que poderiam estar envolvidos no crescimento exacerbado dos tumores 

com irradiação, analisamos a expressão de PDGFA e PDGFB. Como pode ser visto 

na Figura 11, os tumores do grupo de repopulação apresentaram maior expressão 

da isoforma PDGFA ao serem comparados com os tumores do grupo controle (sem 

irradiação), sendo que aqueles tumores do grupo de repopulação formados por 

células PAFR+ apresentaram expressão maior deste fator do que os tumores PAFR- 
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(Figura 11A). Em relação ao PDGFB, houve diminuição significativa da expressão 

em ambos os tumores com irradiação, de forma independente da presença de 

PAFR (Figura 11B). 

 

 
Figura 11 – Expressão gênica de fatores de crescimento celular: No 18º dia do 
crescimento tumoral em animais Balb/C Nude foram realizados a coleta de biopsias 
onde foi analisada a expressão de fatores de crescimento celular por qPCR. São 
mostrados a média±DP da expressão relativa comparado aos grupos controle. A) 
Expressão de PDGFA. B) Expressão de PDGFB. N=3 em duplicata. * p < 0.05 
PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs Repopulação. 

 

4.2.2. A angiogênese tumoral pós irradiação é dependente de PAFR 

Durante a eutanásia dos animais na realização do experimento de repopulação 

tumoral, observou-se que os tumores PAFR+ irradiados apresentavam uma maior 

quantidade de vasos adjacentes que os tumores provenientes de animais que foram 

injetadas com células PAFR negativas (Figura 12A). Estes vasos também estavam 

presentes sobre a cápsula dos tumores, envolvendo-os e dando-lhes uma coloração 

mais avermelhada, indicando macroscopicamente a presença do fenômeno de 

angiogênese pós irradiação. Para confirmar esses achados, os tumores foram 

coletados e analisados por citometria de fluxo, onde foi quantificado o número de 

células endoteliais presentes no tecido através da marcação de células CD31+. 

Como mostrado na Figura 12B, os tumores PAFR+ do grupo repopulação 

apresentaram maior porcentagens de células CD31+ que os tumores PAFR- 

irradiados ou do grupo controle. 
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Figura 12 – Angiogênese tumoral após repopulação. Em A) são mostradas fotos 
dos tumores subcutâneos do grupo repopulação formados por células PAFR- ou 
PAFR+, podendo-se observar os vasos adjacentes ao tumor. Em B) é mostrado uma 
quantificação das células endoteliais presentes nos tumores por citometria de fluxo. 
São mostrados a média da % de células CD31+. N=3. p < 0.05. 

 

Como houve uma maior presença de vasos em tumores PAFR+ do grupo irradiado, 

resolvemos investigar quais sinais poderiam estar estimulando a angiogênese 

nestes tumores. Assim, após extração de uma biopsia de cada tumor, foi realizada 

a análise de expressão gênica dos principais fatores indutores da angiogênese 

tumoral (VEGFA, TGFb1, EGF e FGF2). Como pode ser visto na Figura 13A, os 

tumores do grupo repopulação (irradiados) apresentaram aumento significativo na 

expressão de VEGF quando comparados ao grupo controle, sendo que aqueles 



53 
 

 
 

tumores irradiados formados por células PAFR+ apresentaram expressão maior 

deste fator do que os tumores PAFR- com irradiação. Em relação a expressão 

gênica de TGF-β1 encontramos um aumento na expressão deste fator em tumores 

PAFR+ repopulação ao serem comparados ao grupo PAFR- repopulação e ao grupo 

controle (Figura 13B). Da mesma forma, a expressão de EGF apresentou um 

aumento de mais de 30x em relação aos grupos controles e PAFR- irradiado (Figura 

13C). Somente a expressão de FGF2 estava menor nos tumores irradiados, 

independente da expressão do receptor, quando comparados aos tumores 

controles (Figura 13D). 

 
Figura 13 – Expressão gênica de fatores de angiogênicos: No 18º dia do 
crescimento tumoral em animais Balb/C Nude foram realizados a coleta de biopsias 
onde foi analisada a expressão de fatores de indutores de vasos por qPCR. São 
mostrados a média±DP da expressão relativa ao grupos controle. A) Expressão de 
VEGF. B) Expressão de TGF-β1; C) Expressão de EGF; e D) Expressão de FGF2. 
N=3 em duplicata. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 Controle vs Repopulação. 
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4.2.3. O agonista de PAFR aumenta a angiogênese tumoral 

Para que pudéssemos avaliar os efeitos diretos da presença de agonistas do PAFR 

na formação de vasos nos tumores, resolvemos ensaiar o crescimento in vivo dos 

tumores utilizando uma base de biomaterial que pudesse conter o PAF e as células 

tumorais juntos no local do crescimento tumoral. Para isso, injetamos nos animais 

uma mistura contendo as células tumorais tratadas ou não com agonista (cPAF) em 

conjunto com um matrigel contendo baixas quantidades de fatores de crescimento 

(Growth Factor Reduced Matrigel) para formar um tumor solido que permitisse medir 

a formação dos vasos na presença ou não de PAF.  

Conforme ilustrado na Figura 14A, injetamos 2x106 células tumorais (PAFR- ou 

PAFR+) em uma matriz de matrigel contendo o agonista cPAF (100nM) em 

camundongos. Após 7 dias da injeção, extraímos os insertos (Figura 14B) e 

quantificamos a quantidade de hemoglobina existente em cada tumor para obter 

uma medida direta da presença de vasos tumorais. Como pode ser observado na 

Figura 14C, a quantidade de hemoglobina presente nos tumores do grupo PAFR+ 

tratados com o agonista cPAF foi maior quando comparada à condição sem o 

tratamento com o agonista e quando os tumores eram formados por células PAFR-

. 
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Figura 14 – Quantificação de hemoglobina em inserto de matrigel: A) Esquema 
células PAFR- e PAFR+ injetadas nos animais em conjunto ou não com cPAF 
(100nM) em base matrigel. B) Fotos dos plugs de matrigel retirados após 7 dias da 
injeção. C) quantificação de hemoglobina por ensaio colorimétrico. N=3, p < 0.05 
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4.3. O PAFR na proliferação de células endoteliais 

4.3.1. Células endoteliais expressam PAFR 

Como o efeito de acelerar a crescimento de vasos foi dependente da ativação do 

PAFR nas células tumorais após a irradiação ou quando tratadas com o agonista 

cPAF, resolvemos avaliar se também poderia haver um efeito direto da ativação do 

PAFR nas células endoteliais.  

Assim, primeiramente realizamos um ensaio de imunofluorescência para detectar a 

presença do PAFR em células endoteliais humanas derivadas da linhagem 

imortalizada chamada HUVEC (Human umbilical vein endotelial cells). Como pode 

ser visto na Figura 15, as células HUVEC mostraram forte marcação para o receptor 

do PAF, que se achava principalmente localizado na parte intracelular (verde, Figura 

15A), adicionalmente realizamos uma análise da expressão do PAFR por citometria 

(Figura 15B), onde marcamos o PAFR na superfície ou em condições onde as 

células foram permeabilizadas, sendo mostrado claramente que as células HUVEC 

expressam o PAFR apenas no citoplasma (Figura 15B) 

 
Figura 15 – Expressão PAFR em células endoteliais (HUVEC). A) 
imunofluorescência de células endoteliais HUVEC mostrando o núcleo (DAPI, azul) 
e PAFR (verde). B) Citometria de células HUVEC mostrando a análise da expressão 
de PAFR na superfície celular ou no citoplasma (intracell – fixação seguido de 
permeabilização) após exclusão de singlets. 
  



57 
 

 
 

4.3.2. O bloqueio do PAFR inibe a proliferação de células endoteliais: 

Para avaliar o papel do PAFR expresso nas células HUVEC sobre seu crescimento, 

cultivamos uma pequena quantidade de células HUVEC (5x104) durante 10 dias, 

onde a cada 2 dias as células eram tratadas ou não com agonista (cPAF; 100nM e 

10nM) ou antagonista do PAFR (PCA 10nM). A proliferação celular foi analisada por 

contagem de células em câmara de newbauer e como pode ser visto na Figura 16A, 

o estímulo das células HUVEC com o cPAF (10 e 100nM) não alterou seu perfil de 

crescimento. Porém, quando o receptor foi bloqueado na cultura, pela utilização do 

antagonista PCA4288 (Figura 16B), houve uma diminuição na proliferação das 

células HUVEC a partir do 6º dia e continuou assim até o 10º dia de tratamento, 

mostrando que a via endógena do PAF é importante para o crescimento destas 

células endoteliais. Não houve alteração na viabilidade das células em nenhum dos 

tratamentos (Figura 16C e 16D). 

 
Figura 16 - Proliferação de HUVEC em resposta à agonista e antagonistas de 
PAFR: A) número absoluto de células HUVEC tratadas por 10 dias com cPAF em 
diferentes concentrações (10 e 100nM) B) número absoluto de células HUVEC 
tratadas por 10 dias com inibidor de PAFR, PCA (10µM). C) viabilidade celular de 
células tratadas com cPAF e D) viabilidade celular de células tratadas com inibidor. 
N=4  
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4.3.3. Células tumorais irradiadas estimulam a proliferação de células 

endoteliais 

Como foi observado nos tumores in vivo que a irradiação aumentou a expressão de 

fatores de crescimento em tumores PAFR+ com consequente aumento da 

angiogênese tumoral, resolvemos avaliar as consequências da repopulação tumoral 

sobre o crescimento das células endoteliais. Para determinar a capacidade pró-

angiogênica das células tumorais irradiadas, estabelecemos o seguinte modelo de 

co-cultura in vitro: Um pequeno número de células endoteliais HUVECs (103) que 

expressam a proteína vermelha fluorescente (Tomato) foram co-cultivadas sob um 

feeder de células tumorais PAFR- ou PAFR+ (2X105) tratadas ou não com doses 

crescentes de radiação. A proliferação de células HUVEC-tomato foi quantificada 

após 6 dias de co-cultura por citometria de fluxo (Figura 17A). 

Nossos resultados demonstraram que ambas as células tumorais que receberam 

irradiação em dose mais alta (12 Gy) promoveram significativamente a proliferação 

das células HUVEC-tomato quando comparadas aos controles (não irradiados), 

sendo que nas co-culturas com células PAFR+ irradiadas, a proliferação da HUVEC-

tomato foi 3x maior, quando comparada as células PAFR- (Figura 17B). O 

tratamento com o agonista cPAF produziu o mesmo fenômeno da radiação, 

aumentando a proliferação das células HUVEC-tomato cerca de 10x mais naquelas 

cultivadas em conjunto com células PAFR+ (Figura 17C). Como demonstração 

adicional, confirmamos o efeito estimulador da proliferação de células irradiadas 

sobre as células HUVEC-Tomato usando microscopia confocal. Na Figura 17D são 

mostradas fotografias representativas da co-cultura de células HUVEC-tomato com 

células tumorais PAFR- e PAFR+ irradiadas (12 Gy), podendo ser observado maior 

densidade de células endoteliais fluorescentes na cultura com células PAFR+. 
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Figura 17 – Proliferação de células endoteliais em co-cultura com células 
tumorais: A) Um Feeder de 2x105 células PAFR- ou PAFR+ foram irradiadas (2, 6 
ou 12Gy) e co-cultivadas com 103 células HUVEC-tomato, depois de 6 dias foi feita 
a contagem de células HUVEC-tomato por citometria B) número absoluto de células 
HUVEC em modelo de repopulação, co-cultivadas com células PAFR- e PAFR+ 
irradiadas em diferentes doses (2, 6 e 12Gy). C) número absoluto de células HUVEC 
co-cultivadas com células PAFR- e PAFR+ tratadas com cPAF 10nM. D) 
imunofluorescência de células em co-cultura, mostrando o núcleo (DAPI) e em 
vermelho as células HUVEC TOMATO. * p < 0.05 PAFR- vs PAFR+; # p <0.05 
Controle/Veículo vs Irradiação/cPAF 
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Adicionalmente, realizamos o ensaio de repopulação tumoral utilizando outras duas 

linhagens tumorais que naturalmente expressam grandes quantidades do PAFR 

(28). C33A e SiHa são linhagens de câncer cervical, sendo C33A negativa para HPV 

e SiHa positiva para HPV. Ambas foram irradiadas e/ou tratadas com o agonista 

cPAF (10 nM) e co-cultivadas com as células HUVEC-tomato. Como visto na Figura 

18, tanto a irradiação, quanto o tratamento com agonista de PAFR aumentou a 

proliferação das células HUVEC-tomato, sendo que o bloqueio do receptor do PAF 

(PCA4288) foi capaz de inibir o efeito feeder das células tumorais irradiadas.  

 
Figura 18 – Proliferação de células endoteliais em co-cultura com células de 
câncer cervical e queratinócitos na repopulação celular pós radioterapia: 
Foram plaqueadas 104 células HUVEC em co-cultura com 2x105 células A) C33A e 
B) SiHa tratadas com irradiação, cPAF ou PCA. Após 6 dias de tratamento, as 
células HUVEC-tomato foram quantificadas por citometria de fluxo. N=4. * p < 0.05 
Controle vs 12Gy; # p <0.05 Controle vs Tratamento (cPAF ou PCA) 
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4.3.4. Sobrenadante de células tumorais irradiadas aumenta proliferação de 

células endoteliais 

Além da grande capacidade das células tumorais irradiadas em promover a 

proliferação das células HUVEC, também estudamos se este efeito se daria por 

meio de fatores solúveis secretados no sobrenadante das culturas, ou seja, sem 

necessidade de contato célula-célula. Assim, o sobrenadante coletado a partir de 

células PAFR+ expostas à irradiação (12 Gy) ou tratadas com cPAF apresentou 

propriedades muito mais fortes para promover a proliferação das células HUVEC, 

em comparação com o sobrenadante proveniente das células PAFR- irradiadas ou 

em relação aos controles (não irradiados) (Figura 19). Assim, estes resultados 

indicam que células tumorais irradiadas estimulam a proliferação das células 

endoteliais, nas quais fatores solúveis liberados a partir de células tumorais 

irradiadas podem estar envolvidos. 

 

Figura 19 – Proliferação de células endoteliais estimulada por fatores de 

crescimento produzidos por células tumorais: Foram plaqueadas 104 células 

HUVEC, e após 24 h essas culturas foram tratadas ou não com o sobrenadante 

proveniente de células tumorais PAFR- e PAFR+ tratadas com irradiação ou cPAF. 

Após 72 horas de tratamento, o número de células endoteliais HUVEC foram 

quantificadas em câmara de newbauer com tripan blue. N=6. * p < 0.05 PAFR- vs 

PAFR+  
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4.4. A angiogênese tumoral na ausência de PAFR 

 

4.4.1. A ausência do PAFR inibe a angiogênese tumoral pós irradiação 

Para investigar o papel do receptor do PAF nas células endoteliais durante a 

repopulação induzida pela radioterapia, nós utilizamos um modelo de células 

tumorais de carcinoma murino (Lewis Lung Carcinoma - LLC) em conjunto com um 

modelo animal cujo gene para o receptor do PAF foi deletado no hospedeiro (PAFR 

KO). Desta forma, podemos comparar a angiogênese durante o fenômeno da 

repopulação tumoral na ausência de PAFR no microambiente tumoral. 

Para avaliarmos o fenômeno de repopulação in vivo, separamos os animais 

selvagens (WT) e knockout para o PAFR (PAFR KO) em dois grupos. Conforme 

ilustrado na Figura 20A, o primeiro grupo (Controle) recebeu 2x105 de células 

tumorais viáveis (LLC e LLC EGFP na proporção de 100:1). Já o segundo grupo 

(Repopulação) recebeu uma mistura de células LLC irradiadas (12 Gy) com células 

LLC EGFP viavéis (na mesma proporção do grupo controle). A pequena quantidade 

de células tumorais LLC GFP inoculadas servem como um marcador do fenômeno 

de repopulação tumoral, pois assim é possível quantificar o quanto a irradiação do 

feeder de células tumorais sem fluorescência estimulou o crescimento das células 

EGFP que não foram tratadas pela irradiação. Neste modelo, o crescimento tumoral 

foi acompanhado por 20 dias e ao final da curva de crescimento os animais foram 

eutanasiados para avaliação da angiogênese tumoral e expressão de citocinas. 

Os resultados mostraram que não houve diferenças no crescimento tumoral do 

grupo controle entre os animais WT e PAFR KO, porém, no grupo que recebeu 

radioterapia, tanto o volume (Figura 20B) quanto a massa dos tumores (Figura 20C) 

foram maiores nos animais WT em relação ao PAFR KO. No grupo tratado com a 

radiação houve um aumento de células LLC-EGFP+ nos tumores, comprovando a 

repopulação tumoral, sendo este aumento foi mais significativo nos animais WT 

(Figura 20D). Estes resultados sugerem uma participação direta do PAFR expresso 

nas células do infiltrado tumoral para a promoção da repopulação tumoral induzida 

pela radioterapia. Ao retirar os tumores dos animais, pudemos observar maior 

formação de vasos nos animais WT em comparação ao PAFR KO do grupo de 
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repopulação (Figura 20E). Quando analisamos a angiogênese nestes tumores, 

houve um aumento significativo de células endoteliais (CD31+) nos tumores 

irradiados provenientes de animais WT em comparação com os animais PAFR KO 

(Figura 20F). 

 

Figura 20. A expressão do PAFR nas células endoteliais promove a 
repopulação tumoral pós-radioterapia: A) Animais C57BL/6 WT ou PAFR KO 
foram injetados no dorso com uma mistura de células tumorais LLC/LLC EGFP 
previamente tratadas ou não com irradiação. B) Média±EPM do volume tumoral de 
cada grupo mensurado com o auxílio de um paquímetro durante a curva de 
crescimento dos tumores. As medidas foram realizadas a cada dois dias a partir do 
6° dia (tumores se tornaram palpáveis) até o 14º dia (grupo controle) ou 20º dia 
(grupo repopulação). C) são mostrados a média por grupo da massa dos tumores 
(em mg) mensurado após a eutanásia dos animais. D) Estes tumores foram 
processados e analisados por citometria de fluxo, onde são mostrados a média + 
EPM do número de células LLC EGFP+, E) Imagem demonstrando a formação de 
vasos nos tumores do grupo de repopulação em animais WT e PAFR KOD), CD31+. 
n=4 animais por grupo de 2 experimentos independentes. * p < 0.05 WT vs PAFR 
KO; # p <0.05 Grupo Controle vs Repopulação.  
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4.4.2. A ausência do PAFR diminui a expressão de fatores angiogênicos pós 

irradiação 

O próximo passo foi avaliar a expressão de fatores de crescimento e citocinas 

nestes tumores, com a finalidade de relacionarmos com os dados encontrado em 

relação à diferença do crescimento tumoral. Houve uma elevada expressão de IL-

10, IL-8 e TGF-β1 nos tumores provenientes de animais WT Repopulação em 

relação aos animais PAFR KO e ao grupo controle (Figura 21 A-C, 

respectivamente), confirmando a hipótese de que o PAF promove um perfil 

imunossupressor e de reparo nos tumores, promovendo a formação de vasos 

tumorais. 

Além disso, dados publicados anteriormente mostravam que a COX tem papel 

primordial na promoção da repopulação tumoral. Em nosso modelo observamos um 

aumento na expressão de COX1 nos tumores irradiados provenientes de animais 

WT quando comparados com os animais PAFR KO (Figura 21E), que atua 

promovendo a repopulação tumoral nestes animais. No geral, na ausência do 

receptor do PAF no microambiente tumoral ocasionou uma diminuição significativa 

da repopulação tumoral e da angiogênese. 
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Figura 21 – A deleção de PAFR diminui a expressão de fatores angiogênicos 
em tumores irradiados: Animais C57BL/6 WT ou PAFR KO foram injetados no 
dorso com uma mistura de células tumorais LLC/LLC EGFP previamente tratadas 
ou não com irradiação. Foram realizados a coleta de biopsias ao final da curva de 
crescimento onde foi analisada a expressão de fatores inflamatórios e angiogênicos 
por qPCR das citocinas A) IL-10, B) IL-8, C) TGF-β1 e de D) COX1. São mostrados 
a média±DP da expressão relativa em relação ao grupo controle WT. n=4 animais 
por grupo de 2 experimentos independentes. * p < 0.05 WT vs PAFR KO; # p <0.05 
Grupo Controle vs Repopulação. 
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5. Discussão 

Em tumores sólidos, as células tumorais crescem em um estroma formado por 

tecido conectivo (fibroblastos e matriz extracelular), vasos neoformados (células 

endoteliais e pericitos) e alguns tipos celulares recrutados da corrente sanguínea 

que constituem o infiltrado inflamatório tumoral. Essas células estabelecem uma 

rede de sinais controlados pelas células tumorais com o objetivo de promover o 

crescimento neoplásico. Nesse contexto, foi objetivo desse trabalho avaliar o papel 

do PAFR no microambiente tumoral como promotor do crescimento tumoral, 

angiogênese e repopulação tumoral após radioterapia.  

Inicialmente, observamos que ligantes do receptor do PAF atuam na célula tumoral 

para promover a expressão de fatores de crescimento e angiogênicos. Verificamos 

que em células PAFR+ tratadas com o agonista sintético (cPAF) ou com lipídeos 

alterados (PAF-like) gerados pela radioterapia, aumentava a expressão de VEGF, 

TGF-β1, EGF, FGF2 e PDGFB, fatores estes relacionados à angiogênese tumoral 

(2). Outros autores também encontraram resultados semelhantes, por exemplo, 

Sahu et al., mostrou que o tratamento com radiação UV (radiação do tipo alfa e 

beta) foi capaz de alterar a expressão de diversos genes de citocinas e fatores de 

crescimento, incluindo IL-8 e TGF-β1, em células tumorais que expressam PAFR 

(40). Já é bem estabelecido que o TGF-β1 presente em tumores está associado a 

progressão tumoral e tem um papel importante na angiogênese (55) e estudos 

mostraram que irradiação gama aumentou a produção de TGF-β1 em tumores de 

carcinoma pulmonar e em tecidos normais (56–58). PAF também induziu a 

expressão gênica e produção de TGF-β1 em doenças renais (59). A irradiação 

também induz efeitos indiretos na célula tumoral, como aumento da produção de 

radicais livres, e foi demonstrado que espécies reativas de oxigênio foram capazes 

de ativar a forma latente de TGF-β1, aumentando sua ação pró-tumorigênica (58). 

A radioterapia também exerce efeito direto de estimular a produção de PAF e 

moléculas PAFR-like pelas células tumorais. Essa produção exacerbada de ligantes 

do PAFR, por sua vez, atuando sobre as células radio-resistentes foi capaz de 

estimular a proliferação destas células, acelerando o crescimento tumoral (39). Em 

nosso modelo, a radiação aumentou a expressão de fatores de crescimento, que 

poderiam ser os responsáveis pelo aumento do crescimento tumoral e consequente 
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aumento da angiogênese tumoral, estabelecendo um ciclo vicioso entre produção 

de PAF e fatores de crescimento. De fato, existem evidencias de que alguns fatores 

de crescimento podem estimular a produção de PAF, por exemplo, Camussi et al 

viram que o Fator de Crescimento de Hepatócito (HGF) estimulou a produção de 

PAF e que por sua vez induziu a formação de vasos no fígado pela produção do 

fator de crescimento VEGF (60), assim como a administração direta de PAF foi 

capaz de induzir a produção de VEGF no cérebro de ratos (61). Ainda, foi mostrado 

que o PAF é capaz de aumentar a expressão de VEGF e FGF2, pela ativação da 

via de NF-κB em células endoteliais primárias derivadas de cordão umbilical 

(HUVEC) e em macrófagos (62,63). 

Em nossos resultados tivemos algumas diferenças na expressão do FGF2 entre os 

modelos in vivo e in vitro. No modelo in vitro houve aumento do FGF2 nas células 

PAFR+ submetidas a irradiação ou tratadas com o agonista. Em contrapartida, no 

modelo in vivo, a expressão de FGF2 foi suprimida. Apesar do FGF2 ser importante 

para a angiogênese tumoral, Camussi et al, demonstraram que o efeito angiogênico 

do PAF não é dependente de FGF2, pois ao tratar animais com anticorpo que inibe 

FGF2 não observaram diferenças na angiogênese em carcinomas de fígado 

tratados com o agonista de PAFR (49). Outro fator cuja expressão difere nos 

modelos in vivo e in vitro foi o PDGF. Nós analisamos a expressão de duas 

isoformas pertencentes a essa família (PDGFA e PDGFB), sendo que somente a 

isoforma PDGFB estava aumentada em células PAFR+ que receberam estímulo 

com agonista de PAFR nas condições in vitro e não no modelo in vivo. Este é um 

fator envolvido com a proliferação celular (principalmente fibroblastos) e 

recrutamento de células murais para o fortalecimento da parede dos vasos 

sanguíneos e acreditamos que a discrepância na expressão do resultado in vivo se 

deva principalmente a presença de células não tumorais (principalmente 

fibroblastos) que podem interferir com a expressão deste fator pelas células 

tumorais (64). 

Em vários tipos celulares, a ativação de PAFR induz hidrólise de fosfatidilinositol, 

liberação de ácido araquidônico e inibição do acúmulo de cAMP. A ativação da 

cascata da MAP quinase pode explicar alguns dos mecanismos subjacentes aos 

sinais diferenciadores e proliferativos desencadeados pelo PAF nas células 
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tumorais. Em nosso trabalho, avaliamos se o receptor do PAF era capaz de ativar 

a cascata de MAPKs, pois essa via desempenha um papel fundamental na 

transmissão de sinais mitogênicos e diferenciadores para o crescimento tumoral. 

Nossos resultados mostraram que o receptor do PAF ativado durante a radioterapia 

ou pelo tratamento com o seu agonista, aciona potentemente a ativação de ERK, o 

que é importante para as ações pró-angiogênicas e inflamatórias do PAF (50,54).  

A potencial ação pró-tumoral do PAF na progressão da doença foi também 

abordada em um modelo experimental de melanoma, onde foi visto que a produção 

de PAF está correlacionada com a formação de metástase pulmonar via produção 

de TNF-α e IL-1β (65). Em outro trabalho conduzido por Bussolati et al, foi visto o 

PAF é detectável nos extratos lipídicos de amostras de carcinomas invasivos 

primários de mama, e que a quantidade de PAF se correlacionava com o volume de 

vasos intratumorais. Quando o PAF foi extraído destes carcinomas da mama e 

injetado em camundongos, promoveu maior angiogênese (42). Em nosso trabalho, 

observamos que a injeção de um inserto de matrigel contendo cPAF e células 

tumorais PAFR+ aumentou a angiogênese tumoral, como demonstrado pelo 

aumento de hemoglobina detectado nos extratos dos tumores, concordando com os 

resultados observados por esses diferentes autores. 

No modelo de repopulação tumoral in vivo, observamos uma diferença de 

crescimento dos tumores PAFR negativos e positivos, com e sem irradiação, e 

obtivemos resultados concordantes com trabalhos publicados anteriormente pelo 

nosso grupo (39), onde tumores PAFR+ irradiados apresentaram crescimento 

exacerbado ao serem comparados com tumores PAFR- irradiados e também com 

os tumores que não receberam irradiação. Sendo assim, o crescimento de tumores 

submetidos a irradiação foi dependente da presença do receptor de PAF nas células 

tumorais. Outros trabalhos demonstraram que o crescimento tumoral pode ser 

dependente da presença do receptor do PAF no microambiente tumoral. Sahu et al, 

demonstrou que a injeção de dois tumores de melanoma no mesmo animal, onde 

um deles recebeu irradiação, promoveu o crescimento do outro tumor não irradiado. 

Quando os tumores estavam presentes em animais PAFR KO, este efeito não foi 

observado (12). Além disso a administração sistêmica de agonistas do receptor de 
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PAF induziu a progressão de tumores de pulmão em camundongos C57BL/6 WT, o 

que não ocorreu em animais PAFR KO (66). 

Também investigamos o papel da ativação do receptor de PAF presente nas células 

tumorais sobre a proliferação de células endoteliais no contexto de repopulação. 

Como mostrado no presente trabalho, houve maior proliferação de células 

endoteliais (HUVEC) quando essas foram cultivadas em co-cultura com células 

tumorais PAFR+ irradiadas ou em co-cultura com linhagens celulares de carcinoma 

uterino. Quando as células endoteliais foram tratadas com um antagonista do PAF 

(PCA4288) houve diminuição da proliferação destas células. Também observamos 

um aumento na porcentagem de células CD31+ (marcador de célula endotelial) nos 

tumores irradiados formados pelas células PAFR+, sugerindo um aumento na 

angiogênese tumoral durante a repopulação. Outros autores discutem a existência 

de um fenômeno chamado PIA (post-irradiation angiogenesis) que estaria envolvido 

no crescimento tumoral após a irradiação. Feng et al demonstraram que a injeção 

concomitante de células tumorais apoptóticas (HT29) e células HUVEC em animais 

Balb/C NUDE promoveu o crescimento acelerado das células endoteliais, 

possivelmente mediando a radiorresistência tumoral e o retorno do crescimento do 

tumor (67). Já sabemos que células em apoptose são capazes de sinalizar via 

receptor do PAF promovendo a proliferação das células tumorais (28). Montrucchio 

também demonstrou uma correlação positiva entre a densidade vascular, 

mensurada pela marcação de células positivas para CD31 e CD34 (marcadores de 

células endoteliais) e a quantidade de PAF presente em amostras de pacientes com 

carcinoma mamário (46).  

Portanto, a ativação do PAFR, seja pelo PAF sintético ou por lipídeos PAF-like 

produzidos durante a radioterapia, induz indiretamente a proliferação de células 

endoteliais. Alternativamente, estes lipídeos ativariam as células tumorais que 

expressam PAFR e estas produziriam fatores angiogênicos. Em nosso estudo, 

mostramos que a proliferação das células endoteliais ocorreu a partir de fatores 

solúveis produzidos por células tumorais irradiadas, possivelmente pela presença 

de maiores quantidades de fatores angiogênicos nas culturas de células PAFR+ 

tratadas com cPAF ou irradiadas. De fato, tem sido sugerido que o uso de anticorpos 

com função de bloquear fatores pró-angiogênicos solúveis no microambiente 
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tumoral (ex. bevacizumabe; anti-VEGF) representam uma modalidade terapêutica 

promissora para controlar o crescimento tumoral (68). De qualquer forma estas duas 

alternativas podem atuar concomitantemente em nosso modelo, mas o que fica bem 

claro neste estudo é o papel central do PAFR na angiogênese e repopulação 

tumoral subsequentes a radioterapia. Sugerimos que o uso de antagonistas 

associados à radioterapia poderá ser uma estratégia terapêutica promissora para o 

tratamento de tumores sólidos. 
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6. Conclusão 

Neste trabalho concluímos que: 

- A irradiação aumenta a expressão de fatores de crescimento em células tumorais 

que expressam PAFR, assim como o agonista do receptor. O que pode estar 

ocorrendo devido à ativação do PAFR por agonista e irradiação aumentarem a 

ativação da via de ERK; 

- A expressão de PAFR nas células tumorais promove a repopulação tumoral e está 

fortemente relacionada à angiogênese tumoral pós irradiação; sendo tal fenômeno 

confirmado pelo uso do agonista de PAFR, também sendo capaz de aumentar a 

angiogênese tumoral; 

- Células endoteliais expressam PAFR e o bloqueio do mesmo inibe a proliferação 

dessas células. 

- Células tumorais irradiadas estimulam a proliferação de células endoteliais em 

condições de co-cultura ou com os fatores solúveis presentes no meio 

- A ausência do PAFR no infiltrado tumoral inibe a expressão de fatores 

angiogênicos e consequênte angiogênese pós irradiação. 

Em conjunto, nossos resultados mostraram que a ativação de PAFR por moléculas 

PAF-like geradas durante a irradiação ou agonistas sintéticos promovem um 

aumento na expressão de fatores pró-angiogênicos no microambiente tumoral, o 

que favorece a repopulação e a angiogênese pós radioterapia 
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