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“A defini¢cdo de insanidade é fazer a mesma coisa vdrias vezes e esperar resultados diferentes”

Albert Einstein
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Resumo

. Y. ali ivei i iéncias funcionai Xpressa
IKEMORI, R. Y. “Analise de possiveis mecanismos e conseqiiéncias funcionais da expressdo da
galectina-3 em células de glioma expostas a condicdes hipoxicas”, Dissertacao de Mestrado,

Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP

Gliomas sao tumores primdrios do sistema nervoso central e o glioblastoma multiforme é
sua forma clinica mais comum e de pior progndstico. Na tentativa de entender sua biologia, a
linhagem NG97 foi estabelecida, demonstrando caracteristicas de glioblastoma com atipia
nuclear e elevadas taxas de mitose.

Recentemente, descobriu-se que esta € uma linhagem hibrida humano-murina derivada da
fusd@o de células de astrocitoma humano e estroma murino que provavelmente ocorreu no
processo de estabelecimento desta linhagem, a qual foi posteriormente denominada NG97ht.

Esta linhagem apresenta crescimento de massas tumorais quando inoculada em
camundongos  imunodeficientes, = demonstrando  caracteristicas  histopatoldgicas  de
pseudopalicada, comuns a glioblastomas. Estas sdo regides hipercelulares que margeiam
ambientes necréticos e postula-se que sejam células migrantes de ambientes necréticos/hipdxicos.

Além disso, estas dreas tém como caracteristica a expressao de moléculas relacionadas a
adaptacdo a hipéxia, como o fator induzido por hipéxia (HIF), atuando na sobrevivéncia celular
pela inducdo de diferentes genes. E visto que em hip6xia hd aumento da producio de galectina-3,
a qual estd envolvida em diversos processos celulares e que é somente expressa nestas regioes de
pseudopali¢ada, ndo sendo detectada em suas dreas tumorais adjacentes.

A galectina-3 € uma lectina que possui ligacdo a beta-galactosideos e se relaciona com o
aumento da mobilidade, adesdo, crescimento e progressao tumoral. Além disso, estudos indicam
que em alguns tipos tumorais, a metilacio do promotor de galectina-3 € responsivel pela

modulacdo de sua expressao.
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Nossos resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a hipdxia é capaz de
modular positivamente a expressao de galectina-3, tanto em camara de hipéxia quanto em cloreto
cobaltoso, composto quimico capaz de mimetizar a hipdxia, apresentando aumento de expressao
de galectina-3 em meio completo ou privado de soro fetal bovino, mimetizando ambientes
necrdticos com pouco oxigénio e nutrientes. Além disso, foi demonstrado que a regulacdo da
expressao génica de galectina-3 in vitro e in vivo ndo € realizada pela metilagdo de seu promotor.

Ensaios utilizando a técnica de interferéncia por RNA demonstraram que o knockdown de
galectina-3, em situacdo in vitro com privacdo de oxigénio e nutrientes, induziu aumento das
taxas de morte celular. Estes dados podem indicar também que a galectina-3 protege as células
tumorais dentro de ambientes necréticos em glioblastomas, criando as dreas de pseudopalicada.

Em conclusao, estes experimentos demonstram as propriedades da galectina-3 de protecao
contra a morte em privacdo de oxigénio e nutrientes, comuns dentro de tumores, destacando sua

importancia como alvo para agentes anti-neoplésicos.
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Abstract
IKEMORI, R.Y. “Analysis of possible mechanisms and functional consequences of galectin-3

expression in glioma cells exposed to hypoxia”

Gliomas are primary Central Nervous System tumors. Among them, glioblastomas are the
most common clinical forms and have the worst prognosis. In an attempt to understand glioma
biology, the NG97 cell line was established. This cell line presents glioblastoma’s characteristics,
showing nuclear atipia and high growth rate.

Recently, it was discovered that this is a human-murine hybrid cell line derived from the
fusion between human astrocytoma and murine stroma cells that likely occurred in the process of
cell line establishment. The cell line was therefore renamed NG97ht.

This cell line grows as tumors in immunodeficient mice displaying histopathological
characteristics of pseudopalisades commonly seen in glioblastomas. These areas are comprised
by hypercellular regions in the edge of necrotic environments and are possibly constituted by
actively migrating cells out of necrotic/hypoxic environments. Besides, these pseudopalisades
show the expression of molecules related to adaptation to oxygen deprivation, like Hypoxia
Inducible Factor (HIF), which is involved in cell survival through the induction of many genes.
Also, it has been shown that under hypoxia, galectin-3 production is stimulated, a protein
involved in diverse cellular processes and that is only present in these pseudopalisades in
glioblastomas, not being detected in its adjacent areas.

Galectin-3 is a lectin that binds to beta-galactosides and is related to increased motility,
adhesion, tumor growth and progression. Also, studies describe that galectin-3 expression is

related to its promoter methylation degree in some tumor types.
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Our results presented here demonstrated that assays performed in hypoxic chamber and in
a chemical condition mimicking hypoxia (incubation with cobaltous chloride) showed galectin-3
induction in either complete medium or deprived of fetal bovine serum, mimicking tumor’s
necrotic areas deprived of oxygen and nutrients. Besides, it was demonstrated that galectin-3
modulation in vitro and in vivo is not due to promoter methylation.

Tests related to galectin-3 knockdown in oxygen and nutrient deprivation demonstrated
that this protein has a key role in protection against cell death. It is possible that these results may
indicate that galectin-3 can also protect tumor cells inside glioblastoma’s necrotic areas, acting as
a survival factor in disadvantageous environments with low concentrations of oxygen and
nutrients.

In conclusion, these experiments demonstrate galectin-3 properties related to protection
against cell death in environments deprived of oxygen and nutrients, commonly found inside

tumors, highlighting its importance as a target to antineoplastic agents.
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Introdug¢do

2. Introducao

O cancer, também denominado como neoplasia ou tumor malignos, ¢ uma doenga que
pode acometer virtualmente qualquer tecido, levando ao crescimento celular, invasao e destruigao
de tecidos adjacentes, com possivel migracdo das células alteradas para diferentes tecidos do
organismo (metastase). Estas metastases levam, em ultima andlise, & morte do individuo, na
maioria dos casos.

Entre os diversos tumores que podem se originar, os provenientes de tecidos pertencentes
ao sistema nervoso central estdo entre os mais delicados devido a sua localizagdo e sensibilidade
a injurias, como os gliomas, sendo o centro de interesse de diversos cientistas.

Glioma ¢ a denominacgdo genérica dada a todos os tumores do sistema nervoso central
(SNC) provenientes de células da glia, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Estas
células sdo derivadas de uma mesma célula glial progenitora e incluem os astrocitos,
oligodendrocitos e os ependimocitos, os quais possuem grande habilidade mitética, podendo
explicar seu potencial transformante (OZOG et al. 2002). Quando sofrem transformagdo, dao
origem respectivamente a astrocitomas, oligodendrogliomas ¢ ependimomas (Fig. 1) (RAO

2003).
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Célula glial progenitora

Astrécito Oligodendrocito Ependimécito

A 4 \ 4 \ 4

Astrocitoma Oligodendroglioma Ependimoma

Figura 1 — Os gliomas podem ser originados a partir de diferentes tipos de células gliais,
como os astrocitos, oligodendrocitos e ependimocitos, os quais possuem um progenitor em

comum (Adaptado de RAO 2003).

Entre os gliomas, os astrocitomas estdo entre as neoplasias mais comuns, sendo
responsaveis por 60% dos casos de tumores cerebrais primarios (ZHU et al. 2002), e estdo
subdivididos em quatro grupos de acordo com critérios histopatologicos pela OMS: astrocitoma
pilocitico (grau I), astrocitoma infiltrativo (grau II), astrocitoma anaplasico (grau III) e
glioblastoma multiforme (grau IV) (Fig. 2).

O astrocitoma pilocitico é caracterizado como benigno, sendo mais comum em criangas e
adolescentes, tendo altas taxas de sobrevida apods ressec¢do tumoral (maior do que 5 anos em
96% dos casos) (dados do grupo Cancer Research UK), porém com o aumento do grau tumoral,
somam-se caracteristicas e a probabilidade de sobrevida do paciente diminui gradativamente.

O astrocitoma infiltrativo possui atipia nuclear e sua densidade vascular ¢ levemente

maior do que o do tecido sadio e apos ressec¢do tumoral, 46% dos pacientes ultrapassam 5 anos
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de sobrevida, ja ao astrocitoma anaplasico soma-se a atipia nuclear a altas taxas de mitose, com
aumento da densidade vascular (BRAT er al. 2004a) e diminui¢ao da sobrevida do paciente.

Por ultimo, o glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o mais comum e de pior prognostico por
ser muito agressivo e maligno (MAHER et al. 2001; CHOI et al. 2002; KONNIKOVA et al.
2003, HOLLAND 2000), possuindo atipia nuclear, altas taxas de mitose e areas necroticas com
pseudopalicada (BRAT er al. 2004a). A manifestacio do GBM ¢ originada por progressiva
disfun¢do neurologica dependendo da éarea do cérebro envolvida e ¢ refrataria aos principais
métodos de tratamento, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (LEGLER ef al. 1999) devido
a sua plasticidade, caracteristicas de crescimento infiltrativo e heterogeneidade. A vida média dos
pacientes acometidos por este tipo de tumor ap6s ressec¢do ¢ menor do que dois anos (MAHER
et al. 2001; ROSZMAN et al. 1991; WECHSLER-REYA & SCOTT, 2001), onde 42,4% dos
pacientes alcangcam seis meses de vida, 17,7% um ano e somente 3,3% alcangam o terceiro ano
apos os tratamentos (OHGAKI 2004).

O surgimento do GBM pode ser tanto devido a progressdo tumoral de graus mais baixos
(GBM secundario), comum em pessoas de meia-idade (média de 45 anos), ou pode surgir
rapidamente sem demonstrar evidéncias de graus predecessores, tipicamente encontrado em
pacientes mais velhos (média de 80 anos) (GBM primario ou de novo, Fig. 2) (OHGAKI et al.

2004).
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ASTROCITO
ASTROCITOMA
PILOCITICO
Graul

de novo \

ou ASTROCITOMA
primario INFILTRATIVO - Atipia nuclear

Grau II
ASTROCITOMA - Atipia nuclear
ANAPLASICO - Altas taxas de mitose
Grau III
\ 4
GLIOBLASTOMA - ﬁ?pla HUCI‘?r . GLIOBLASTOMA
MULTIFORME - Altas taxas de mitose MULTIFORME
Grau IV - Necrose com Grau IV

pseudopalicada

Figura 2 — Os astrocitomas sdo provenientes de células astrociticas e sdo divididos em quatro

graus de acordo com a OMS. O astrocitoma pilocitico possui o grau mais leve, ndo € invasivo e

seu tecido ¢ similar ao tecido cerebral normal. O astrocitoma infiltrativo possui atipia nuclear e

menor tempo de sobrevida. O astrocitoma anaplasico possui atipia nuclear e altas taxas de mitose,

levando invariavelmente a progressdo para o estdgio mais avancado, o glioblastoma multiforme

(secundério). Este possui as caracteristicas previamente descritas adicionada de areas necrdticas

com pseudopalicada, podendo também surgir sem a deteccdo prévia de seus graus precedentes,

sendo denominado de novo ou primario.
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Com a finalidade de entender a biologia dos gliomas, a linhagem de glioma NG97 foi
estabelecida em nosso laboratorio a partir de células provenientes de tumor bruto obtido de um
paciente cujo diagnostico da bidpsia foi astrocitoma de grau III. As células foram processadas,
isoladas por tratamento enzimatico e adaptadas ao cultivo in vitro inicialmente em meio seletivo
a fibroblastos (meio essencial Eagle contendo D-valina) e subcultivadas posteriormente em meio
RPMI suplementado (20% de Soro Fetal Bovino e antibidtico) por aproximadamente 120
passagens. Inicialmente duas populagdes morfologicamente distintas foram observadas; uma de
células pequenas e arredondadas, e outra de células maiores do tipo fusiforme (GRIPPO et al.
2001).

A inoculagdo subcutianea das células NG97 no dorso de camundongos congenitamente
atimicos (nu/nu) induziu o desenvolvimento de massa tumoral sélida, demonstrando sua
tumorigenicidade e malignidade. As andlises histologicas destas massas tumorais produzidas em
camundongos nude demonstraram caracteristicas celulares compativeis a descricdo de
glioblastoma multiforme, denotando a progressao tumoral espontanea a partir do tumor original.
Uma vez recuperadas da massa tumoral dos animais, processadas e digeridas enzimaticamente
estas células foram colocadas em cultura (GRIPPO et al. 2001).

In vitro, estas células da linhagem NG97 apresentam tempo de duplicagdo médio de 24h e
trés morfotipias distintas quando analisadas por microscopio. Cada morfotipia da linhagem
apresentava diferentes padrdes morfologicos na superficie da membrana celular, tais como: (i)
bolhas e filopddios nas células de formato arredondado, (ii) extensos prolongamentos e vesiculas
de secrecdo nas células do tipo dendritica gigante e (iii) microvilosidades nas células do tipo
fusiforme (MACHADO et al. 2005).

Recentemente, a linhagem NG97 foi reclassificada como um hibrido interespecifico de

lote cromossomal murino hipertripléide com translocagdes de cromossomos humanos
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(MACHADO et al. 2008), sendo renomeado para NG97ht. E provavel que a fusdo tenha
ocorrido no inicio do processo de caracterizacdo da linhagem, quando esta foi inoculada em
camundongos nude para verificar sua capacidade tumorigénica. Em mesmo trabalho, ¢ referido
que embora o componente murino exista, ha a expressao de proteinas humanas e manutencao do
padrao histopatologico maligno de glioblastoma quando estas células sdo injetadas em animais
nude ¢ CB17-SCID/SCID.

Estas massas tumorais geradas em camundongos imunodeficientes apresentam areas
hipercelulares que margeiam ambientes necréticos, denominadas de pseudopalicadas (Fig. 3),
sendo estas areas utilizadas como ferramenta para classificagdo de glioblastomas.

Brat e colaboradores (2004b) descrevem estas areas de pseudopalicada como sendo
compostas por células que estdo migrando ativamente para fora de um ambiente
necrotico/hipoxico originado pelo crescimento tumoral exacerbado, o qual ndo ¢ acompanhado
por uma angiogénese adequada, gerando a oclusdo das vias de suprimento de oxigénio, e também
pela trombose de vasos sangiiineos. Desta forma, estas células escapam deste ambiente pouco
propicio ao seu desenvolvimento e restabelecem suas condigdes normais ao alcangarem
concentragdes mais altas de oxigénio e nutrientes. E demonstrado ainda que estas células ndo se
acumulam nestas arcas devido a diminui¢do das taxas de morte ou através do aumento da
proliferacdo celular, além de expressarem enzimas de degradacdo de matriz extracelular, como as

metaloproteinases.
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Figura 3 — Representagdo esquematica da formagao da area de pseudopalicada (setas azuis) em
GBMs. Vaso-oclusao/colapso e trombose intravascular (seta preta) levam a hipoxia tecidual em
sua regido perivascular, levando a migragao celular tanto em areas proximas quanto distantes da
vaso-oclusdo e trombose devido a falta de vasos sangiiineos funcionais. Células tumorais que nao
migram sofrem apoptose ou necrose, eventualmente deixando uma zona central necrotica
crescente (N). Células hipdxicas da pseudopaligada demonstram secre¢do de Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (vascular endothelial growth factor, VEGF) mediado pelo Fator

Induzido por Hipoxia (hypoxia inducible factor, HIF) (Adaptado de BRAT et al. 2004a).

E descrito que estas areas de pseudopalicada demonstram expressio nuclear do Fator

Induzido por Hipoxia-1 (hipoxya inducible factor-1, HIF-1) (BRAT et al. 2004b,
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SONDERGAARD et al. 2002). Powis & Kirkpatrick (2004) descrevem HIF-1 como um
heterodimero que consiste de uma subunidade o € uma B pertencentes a uma superfamilia de
fatores de transcri¢do eucaridticos na qual a ligagdo com o DNA ¢ mediada por dominios basicos
e dimerizagao de subunidades do dominio basic-helix-loop-helix (bHLH).

HIF-1a € descrita como uma proteina produzida constitutivamente e cuja acumulagdo ¢
estimulada pela hipdxia de células tanto normais quanto tumorais quando h4 uma distancia maior
do que 180um do vaso. Neste caso, ha seu acumulo em ambientes privados de oxigénio a partir
de uma concentracdo de 5% de oxigénio (40 mmHg), aumentando progressivamente sua
atividade com a diminui¢cdo do gradiente de oxigénio até 0,2-0,1% (1,6-0,8 mmHg), perto da
andxia. Este fenomeno ocorre devido a vasos sangiiineos suprimidos por compressdo ou
obstruidos pelo seu crescimento, comumente encontrados no desenvolvimento rapido de tumores.

Em sua via de degradacdo induzida por concentragdes normais de oxigénio, a proteina
HIF-1a ¢ hidroxilada em dois residuos especificos de prolina (Pro402 e Pro564) na regido amino
do dominio de ativagdo da transcricdo (LANDO et al. 2002) por uma prolil-4-hidroxilase (PHD-
1, 2 e 3) dependente de oxigénio, 2-oxoglutarato e ascorbato, por isso ndo ha seu acumulo em
condi¢cdes normais de oxigénio nas células. Esta sinalizagdo promove reconhecimento pela
proteina de von Hippel-Lindau, que se liga diretamente ao HIF-la, recrutando o complexo
ubiquitinante para degradacdo da proteina pela via do proteossomo 26S (MAXWELL et al.
2001).

Esta molécula esta relacionada a progressdo tumoral e angiogénese, participando do
controle da expressdo de uma variedade de genes envolvidos na adaptacdo a deficiéncia de
oxigénio que levam a sobrevivéncia celular e inibicdo da apoptose. Este processo ocorre pela

alteracdo do metabolismo energético destas células, as quais passam a apresentar altas taxas de
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glicolise anaerdbia, além de induzir a migragao celular (POWIS & KIRKPATRICK 2004;
SEMENZA 2003).

E visto que o estimulo da angiogénese por HIF ¢ realizado pela ativagdo de genes como o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), aumentando a oxigenacao e sendo de vital
importancia para o crescimento tumoral (WENGER & GASSMANN 1997; PAPETTI &
HERMAN 2002), sendo que tumores cerebrais relacionados com o aumento de HIF-1a sdo mais
agressivos e pro-angiogénicos (ZAGZAG et al. 2000, TALKS et al. 2000).

Em relacdo a migragdo celular, ¢ demonstrada correlagdo positiva entre o acimulo de HIF
e o aumento de mobilidade e invasao tecidual. Brat e colaboradores (2004b) descrevem o
aumento das taxas de migracdo quando células de glioblastoma das linhagens LN229, 2024 e
WT11 sao expostas a condigdes de hipoxia (1% de oxigénio) in vitro.

Em outros estudos ¢ descrito que em linhagens de glioblastomas U87MG, U251MG,
U373MG e LN18, a migragdo ¢ dependente de HIF-1a em hipdxia, onde o tratamento através de
RNA de interferéncia contra 0 RNAm deste gene leva a diminui¢do das taxas de migra¢ao em
todas as linhagens. Além disso, estes pesquisadores demonstram que HIF-la € importante na
invasdo do tecido normal cerebral por células de glioma (FUIIWARA et al. 2007).

Além de induzir a expressdo destas moléculas e alterar o comportamento celular, a
hipdxia também estd relacionada com a expressdo de outra proteina intrigante e de multiplos
papéis, a galectina-3 (ZENG et al. 2007; GREIJER et al. 2005; OLBRYT et al. 20006).

A galectina-3 ¢ descrita como provavel biomarcador para tumores cerebrais (PARK et al.
2008), sendo expressa largamente em areas de pseudopalicada (NEDER et al. 2004) e através de
estudos prévios de nosso grupo (Ikemori, R. Y.; Iniciacdo cientifica - FAPESP #06/50408-2), esta

proteina foi detectada por imunoistoquimica nos tumores derivados do implante de células
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NG97ht em camundongos nude, expressa ao longo de todas as células ao redor das areas

necroéticas, porém ndo em suas outras areas tumorais (Fig. 4).

Figura 4 — Analise imunoistoquimica para galectina-3 em tumores derivados da inoculag¢do de
células da linhagem NG97ht em camundongos nude. (A, 100X) Evidencia-se positividade para
galectina-3 na camada pseudopalicada (setas), e postula-se que seja constituida de células
tumorais migrantes de ambientes necroticos (N) possivelmente em direcdo a vasos sangiiineos
(VS) (B, detalhe digitalmente ampliado). (A, figura superior direita) Controle negativo contra

corado com hematoxilina (Ikemori, R. Y.; Iniciagdo cientifica - FAPESP #06/50408-2).

A galectina-3 pertence a familia das galectinas, classificadas como lectinas com dominios
ligantes a B-galactosideos. Atualmente existem descritas 15 tipos de galectinas em mamiferos,
sendo classificadas em trés grupos distintos: prototipos, quimera € com repeti¢cdes em tandem

(HIRABAYASHI et al. 1993, ELOLA et al. 2007, LIU et al. 2005).
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Todas as galectinas possuem uma seqiiéncia principal contendo 130 aminoacidos e podem
ser encontradas extracelularmente, na superficie das células, no citoplasma e no nacleo, embora
nao haja um peptideo sinal secretorio para sua inser¢ao no reticulo endoplasmatico (COOPER &
BARONDES, 1999), sendo realizada por uma via de secre¢ao nao-classica pouco conhecida.

Estruturalmente, a galectina-3 apresenta de 29 a 35kDa e ¢ tnica galectina classificada
como de subtipo quimera. Em sua regido C-terminal é encontrado o dominio de reconhecimento
de carboidratos (carbohydrate recognition domain, CRD), a qual contém uma regido conservada
NWGR (asparagina, triptofano, glicina e arginina). Esta regido ¢ presente também no dominio
BH1 da proteina Bcl-2, sendo responsavel por sua agdo anti-apoptotica, além de estar envolvida
na multimetizag¢do da galectina-3 através de seu CRD (YANG et al. 1996).

Esta regido C-terminal é conectada a uma regido N-terminal incomum rica em
aminoacidos prolina e glicina (KADROFSKE er al. 1998), a qual pode atuar no processo de
ligacdo da galectina-3 a carboidratos, além de também participar no seu processo de
multimerizacdo. Esta regido esta implicada no processo de secrecdo da galectina-3 para fora da
célula, além de afetar sua agdo apoptdtica através da forforilagdo da Ser®, funcionando como um
mecanismo on-off desta proteina. Tal fosforilagdo seria responsavel pela redugdo da habilidade de
ligacdo da galectina-3 com seu substrato, a qual é retomada ap6s sua desfosforilacao pela acdo da
fosfatase tipo I (MAZUREK er al. 2000). Cowles e colaboradores (1990) descrevem em
experimentos realizados com fibroblastos murinos da linhagem 3T3 que a galectina-3 fosforilada
¢ encontrada tanto no nucleo como no citoplasma, porém a galectina-3 desfosforilada ¢
encontrada somente no citoplasma.

Devido a estas diferentes localizacdes e estrutura impar, a galectina-3 apresenta multiplas

funcdes celulares dependentes de sua compartimentalizacao.
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No nucleo ¢ reportada sua participagao na remodelagao do pré-mRNA (DAGHER et al.
1995), expressao génica (PARON et al. 2003; LIN et al. 2002) e como supressor tumoral
(CALIFICE et al. 2004). Apesar de possuir diversas fungdes nucleares, seu transporte para o
nucleo ainda ndo ¢ bem esclarecido, porém evidencias tem sido demonstradas sobre a atuacao do
transporte ativo e também por difusao passiva (NAKAHARA et al. 2006).

No citoplasma pode atuar como inibidor apoptotico (AKAHANI er al. 1997) e também
como promotor tumoral, aumentando sua capacidade de invasdo, crescimento independente de
ancoragem, crescimento tumoral in vivo e angiogénese e diminui¢do da indugdo da apoptose,
demonstrando papéis opostos quando comparado com suas agdes no nucleo (CALIFICE et al.
2004).

Na superficie celular pode atuar nas interagdes célula-célula e célula-matriz extracelular
quando presente na superficie ou secretada (KUKLINSK er al. 2000). E descrito ainda a
possibilidade de inducdo da apoptose através da ligagdo da galectina-3 secretada com as B1-
integrinas em colonocitos da linhagem SW48, porém esta morte pode ser inibida através da
adi¢ao de residuos de acido sidlico de ligacdo a2-6 a B-galactosideos em sua cadeia terminal,
impedindo sua ligacdo com a galectina-3 (ZHUO et al. 2008). Também ¢ visto que em células de
linfoma, a galectina-3 atua na indugdo da apoptose pela ligagdo a residuos de carboidratos na
superficie celular, sendo esta aumentada apo6s a a¢do de neuraminidases, indicando o papel do
acido sialico na protec¢ao contra a morte celular (SUZUKI ef al. 2008).

A galectina-3 também esta relacionada ao aumento da mobilidade (DEBRAY et al. 2004)
e adesdo celular pela ligacdo com diversos componentes da matriz extracelular, como
fibronectina (SATO et al. 1992), laminina (KUWABARA et al. 1996) e colageno IV (OCHIENG
et al. 1998), crescimento e diferenciagdo celular (YOSHII er al. 2002; BARONDES et al. 1994;

NANGIA-MAKKER et al. 2000), promovendo as células resisténcia a espécies reativas de
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nitrogénio e oxigénio (MOON et al. 2001), atuando como fator antiapoptdtico contra diversos
estimulos apoptdticos, como estaurosporina, TNF, radiagdo e anticorpos anti-FAS (AKAHANI et
al. 1997; YANG et al. 1996; MATARRESE et al. 2000a/b) e sendo importante na formacao de
colonias metastaticas (SONG et al. 2000).

Devido ao seu dominio de ligacdo a carboidratos, a molécula de galectina-3 possui
diversos ligantes bioldgicos, porém ¢ visto que existe ligacdo preferencial a moléculas com
residuos de N-acetil-lactosamina (LacNac) (AGRWAL et al. 1993, SATO et al. 1992). Porém,
além de interagir com residuos de carboidratos, ¢ descrita também a habilidade da galectina-3 de
interagir com diversas moléculas ndo-glicosiladas através de interacdes proteina-proteina
(LAING et al. 1988, WANG et al. 1995, MENON et al. 2000, PARON et al. 2003, ELAD-
SFADIA et al. 2004, SHIMURA et al. 2004, SHIMURA et al. 2005).

Dumic e colaboradores (2006) descrevem estes ligantes de galectina-3 como moléculas
estruturalmente e funcionalmente variadas, interagindo com a galectina-3 a partir de seus
residuos de N-acetil-lactosamina (LacNac), as quais podem ser inibidas por lactose. Porém nem
todas as glicoproteinas com residuos de LacNac demonstram serem ligantes de galectina-3
provavelmente devido a diferencas de afinidade de ligacdo como conseqiiéncia de interferéncias
estéricas por outras partes da cadeia de carboidratos ou por dobramentos protéicos especificos.
Por outro lado, a especificidade da ligacdo da galectina-3 pode ser incrementada por uma
seqiiéncia particular de peptideos em volta do residuo de LacNac.

Também ¢é possivel que alguns ligantes in vitro ndo sejam biologicamente relevantes
devido a sua expressdo em células e tecidos que ndo apresentem galectina-3 e vice-versa. Além
destes fatos, a expressdo de galectina-3 tem que ser coordenada temporalmente para que haja

interagdo com seus ligantes. Deste modo, ndo sé a afinidade de ligacdao da galectina-3 com seus
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ligantes e seus status de fosforilagdao sao relevantes, mas também a coordenacao de sua expressao
espacial e temporal contribuem para que haja a devida interagao entre estas moléculas.

Apesar de ter suas funcdes largamente descritas, seu controle transcricional ainda ¢ pouco
conhecido. E visto que a regido promotora do gene de galectina-3 apresenta diversos elementos
regulatérios, como 5 supostos sitios de ligagcdo ao fator de transcricao Spl, 5 sitios de motivos de
resposta a elementos cAMP-dependentes, 4 sitios de ligacdo ao AP-1 e 1 tipo AP-4, 2 sitios do
tipo NF-kB, entre outros (KADROFSKE et al. 1998), além de possuir diversas Ilhas CpG, as
quais podem sofrer regulacdo através de sua metilacao.

Tais alteragdes nos padrdes de metilagdo de Ilhas CpG do promotor do gene de galectina-
3, denominadas de alteragdes epigenéticas, sdo descritas em diferentes tipos tumorais, como da
pituitaria, mama (RUEBEL er al. 2005), prostata (AHMED er al. 2007) e melanomas
(TEIXEIRA et al. 2006). Teixeira e colaboradores (2006) descrevem que o promotor de
galectina-3 encontra-se em uma ilha CpG totalmente desmetilada em células provenientes de uma
linhagem de melandcitos ndo-tumorigénicos murinos (melan-a), porém metilada em suas
contrapartes tumorais (Tml e TmS5). Em mesmo trabalho, testes posteriores induzindo sua
superexpressdo de novo nas células tumorais levaram a diminui¢do do crescimento e incremento
da sensibilidade a morte celular, demonstrando que a perda de expressdo da proteina talvez seja
uma vantagem para o crescimento de células de melanoma murino.

Deste modo, este trabalho tem como objetivo geral continuar com a caracterizagdo da
expressdo de galectina-3 na linhagem de glioma hibrido NG97ht, analisando seus possiveis
mecanismos de expressdo, além de suas conseqiiéncias funcionais frente a ambientes de hipdxia,
mimetizando suas condicdes in vivo, como em areas de pseudopaliacada presentes nestes tumores

derivados da inoculacdo destas células em camundongos nude.
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2. Objetivo
Analisar os possiveis mecanismos de expressdo de galectina-3 in vivo e suas

conseqiiéncias funcionais in vitro em células de glioma da linhagem NG97ht expostas a hipdxia.

3. Objetivos especificos

3.1 Experimentos in vivo

e Verificar se a metilacio do promotor do gene de galectina-3 € responsdvel por sua
modulagcdo de expressdo em regides de pseudopalicada, que expressam galectina-3, e
regides adjacentes que ndo expressam esta proteina nos tumores derivados da inoculacdo

de células da linhagem NG97ht em camundongos nude.

3.2 Experimentos in vitro

e Realizar a caracterizagdo da expressdo de galectina-3 em células de glioma da linhagem

NG97ht, analisando também o grau de metilagdo de seu promotor;

e Avaliar as possiveis alteracdes na producdo de galectina-3 e suas conseqiiéncias funcionais
em células da linhagem NG97ht expostas a hipéxia mimética através de CoCl, 100uM e
em camara de hipéxia, modulando a concentracdo de soro fetal bovino (13% ou 1%),
mimetizando ambientes necréticos tumorais com baixas concentragdes de oxigénio e

nutrientes.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Cultura de células

As células da linhagem de glioma NG97ht foram mantidas em meio RPMI 1640 (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) e suplementado com 13% de soro fetal bovino (GIBCO, Invitrogen) em
estufa de atmosfera imida a 37°C com 5% de CO;, e repique realizado com ATV Tripsina-

Versene (0,05%) (GIBCO, Invitrogen).

4.2 Xenotransplantes heterotopicos e processamento das massas tumorais

Para a andlise histopatologica da linhagem NG97ht, 1x10° células foram
inoculadas subcutaneamente no dorso de sete animais nude, os quais receberam células da
passagem 37. Os animais "Specific Pathogen Free" (SPF) foram fornecidos pelo Biotério Central
da Faculdade de Medicina da USP e foram alimentados com agua e ragdo autoclavados ad
libitum trocadas trés vezes por semana para manutencao de sua qualidade.

Ao final de 20 dias, o animal era sacrificado por eutanasia com uma solucao de Xilasina
2% (Sedafarm®) e Cloridrato de Cetamina (Vetaset®) na propor¢do 1:3 (v/v) e todos os
procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL/COBEA) e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Campinas.

Apds a remocao dos tumores, eles sofreram dois tratamentos distintos descritos a seguir:

4.2.1 Fixacdo e emblocamento em parafina
As massas foram fixadas em tampao formalina 3,4% por 24 horas, lavadas, desidratadas
em gradientes alcodlicos 70%, 80%, 90% e 100%. Seguiram-se trés banhos de xilol,

xilol/parafina (v/v) e finalmente as massas foram incluidas em parafina e posteriormente
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emblocadas a fim de serem cortadas em micrétomo. Para a analise histopatoldgica, as laminas
contendo cortes das massas tumorais foram coradas com Hematoxilina de Harris/Eosina
(THOMPSON, S. W. 1966; SHEEHAN, D. C. 1987) ¢ Tricomio de Masson (MASSON, M.

1929) e montadas em resina Permount e analisadas em microscopio de luz.

4.2.2 Congelamento de tecidos
Além da fixacdo em tampao formalina, as amostras foram imediatamente congeladas em
meio de congelamento de tecidos (Jung, Leica) a -70°C, garantindo boa conservagdo tanto de seu

DNA e RNA como de proteinas para analises posteriores.

4.3 Analise do padriao de metilacdo em células da linhagem NG97ht in vitro e in vivo

4.3.1 Extragdo de DNA

O DNA genomico, tanto da linhagem NG97ht quanto das amostras de tecidos foi extraido
segundo protocolo adaptado de Sambrook er al. (1989) e a quantidade do DNA obtida foi
determinada por espectrofotometria a 260 nm (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Ao fim da
extragcdo, as amostras foram analisadas em gel de agarose 1% em tampao TBE 1X, preparado a
partir de solu¢dao estoque de TBE 10X, e brometo de etideo 0,5 pg/mL. A eletroforese foi
realizada a 120 V em tampao TBE 1X e o padrdo de migragdo do DNA foi verificado em

transiluminador (ImageMaster, Pharmacia).
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4.3.2 Identificagdo das ilhas CpG
Esta identificacdo foi realizada como descrito por Teixeira et al. (2007), onde a seqiiéncia
do gene de galectina-3 de camundongo (GenBank, acesso NL08649) foi utilizada para verificar a

presenca de possiveis ilhas de CpG no gene de galectina-3.

4.3.3 Tratamento do DNA com bissulfito de sédio

A técnica baseia-se no fato de que o bissulfito de sodio reage quimicamente com as
citosinas nao metiladas do DNA convertendo-as em uracilas enquanto que as citosinas metiladas
ndo sdo transformadas em uracilas apdés o tratamento com esse reagente. Assim, apds o
tratamento do DNA com bissulfito de sodio € possivel discriminar as citosinas que possuem um

radical metil ligado ao carbono de posi¢do 5 das citosinas das que nao o possuem (Fig. 5).

1 Bissulfito 1

AGGCT AGGCT de sodio AGGCT AGGUT

tccGa Y 1ecga Tucca Y Tpuca
T T

DNA metilado DNA nao
Gene silenciado metilado Seqiienciamento
Gene ativo

Figura 5 — O DNA metilado pode ser diferenciado do DNA ndo metilado através de seu tratamento com bissulfito de
sodio. Este processo converte citosinas ndao metiladas em uracilas, enquanto que citosinas metiladas (met),
encontradas em Ilhas CpG, ndo sdo alteradas. Ao fim do processo, pode-se utilizar a técnica de PCR-Metilagdo

Especifica (MSP) ou seqiienciamento génico para analise do DNA.
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Este tratamento foi adaptado de Goldenberg e colaboradores (2004), onde sao utilizados
2ug de DNA, 1uL de glicogénio (20mg/mL, Invitrogen) para carreamento do DNA, 2uLl de
hidroxido de so6dio (NaOH) 3M em um volume final de 17ulL. Esta solucdo foi misturada
vigorosamente e centrifugada, sendo depois incubada a 50°C por 20 minutos em banho seco.

A seguir, as amostras foram tratadas com 500 pl. de uma solucdo de bissulfito (2,5 M
bissulfito de so6dio, 1 M hidroquinona, 2 M NaOH) e incubadas, na auséncia de luz, a 70°C por 3
horas. Ao fim desse periodo, adicionou-se ImL de uma resina (Wizard minipreps DNA
purification resin, Promega) a cada amostra e homogeneizou-se vigorosamente. A seguir, as
amostras foram transferidas para uma minicoluna de purificagdo (Wizard minicolumns,
Promega). Apés a transferéncia, as minicolunas foram lavadas com 4 mL de isopropanol 80% e
centrifugadas a 14.000 rpm por 3 minutos. Para elui¢do do DNA, transferiram-se as minicolunas
para tubos de minicentrifuga, adicionaram-se 45uL de dgua préaquecida a 80°C e incubou-se por
1 minuto a temperatura ambiente. Ao fim da incubacdo, as amostras foram centrifugadas e as
minicolunas descartadas. Apos a adi¢ao de 5 uL. de NaOH 3M, as amostras foram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, adicionaram-se 75 pL de acetato de amonio 5M,
incubou-se a solucdo por 5 minutos a temperatura ambiente, adicionou-se, entdo, 350 uL de
etanol absoluto gelado, 1 pL de glicogénio 20 mg/mL (Invitrogen) e incubou-se a -20°C
overnight.

Ao final desse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos, o
pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado, submetido a uma nova centrifugagdao a
14.000 rpm por 15 minutos e, apds secar naturalmente, eluido em 20 pl. de dgua ultrapura. As

amostras foram estocadas a -20°C até o momento de uso.
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4.3.4 PCR Metilag¢do especifica (MSP)

Primers especificos para distingdo do DNA metilado do nao-metilado foram descritos por
Lahm et al. (2001) de forma que as amostras de DNA metiladas sdo somente amplificadas com
os primers metilados (senso-5’AGT TTT GAT AGT TAG CGG AGC GG 3’, anti-senso-5’ CCA
AAA CCC GCT AAC ATC CCG 3, dinucleotideos CG em negrito) enquanto que as nao
metiladas sao amplificadas com os primers nao metilados (senso-5’ TTA GTT TTG ATA GTT
AGT GGA GTG G 3’, anti-senso-5° ACC CAA AAC CCA CTA ACA TCC CA 3,
dinucleotideos CG em negrito) devido a troca de citosinas por uracilas durante o tratamento
através do bissulfito de sodio.

O DNA das células NG97ht e do tumor, tanto de areas positivas, como a pseudopalicada,
como areas negativas para galectina-3, apos modificagdo com bissulfito de sédio conforme
descrito no item 4.3.3, foram amplificados por PCR utilizando os pares de primers previamente
descritos. A reagao de PCR foi realizada em um volume de 25 uL contendo tampao de PCR 1x
(Invitrogen); 1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen); 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 0,16 uM de cada
primer e 1 U de Taq Platinum (Invitrogen). Em cada tubo de reagdo foi adicionado 1 uL. de DNA
modificado com bissulfito de sddio. As condi¢cdes de PCR foram as seguintes: 95°C por 5
minutos, 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto, 72°C por 90 segundos e extensao
final de 72°C por 1 minuto. Ao final da PCR, as amostras foram corridas em um gel de
poliacrilamida 8%. Ao final da corrida, o gel foi fixado em 200 mL de solugdo de fixa¢do (etanol
absoluto e acido acético glacial 0,5%), sob agitacdo, por 10 minutos, corado com AgNO3 10%
por 10 minutos, lavado com agua destilada e revelado com 200 mL de NaOH 3% e 2 mL de

formaldeido 37%.
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4.3.5 Sequenciamento do DNA tratado por bissulfito de sodio

ApoOs tratamento com bissulfito de sédio o DNA modificado foi amplificado por um
protocolo de Nested-PCR, que consiste de duas reacdes de PCR, nas quais dois pares de primers
sao desenhados, sendo um mais externo (senso-5> TAG GTA GTT TTA GAT AAG GG 3, anti-
senso-5> CCC CAA CAT ACC AAA AAA AAC 3’) e outro mais interno (senso-5> GGT ATA
GGT GAG GGG TAT AG 3’, anti-senso-5> TAA CCA AAC TAA AAA CCA ACT AC 3°). A
reacdo de PCR foi realizada em um volume de 25 uL contendo tampao de PCR 1x (Invitrogen);
1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen); 200 uM de dNTPs (Invitrogen); 0,32 uM de cada primer (senso ¢
anti-senso) ¢ 1 U de Taq Platinum (Invitrogen). Para a primeira reagdo utilizaram-se os primers
mais externos € 1 uL de DNA modificado. As condigdes de PCR foram as seguintes: 94°C por 5
minutos, 2 ciclos de 94°C por 3 minutos, 50°C por 3 minutos, 72°C por 2 minutos, 5 ciclos de
94°C por 3 minutos, 52°C por 3 minutos, 72°C por 2 minutos e 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C por 6 minutos. Para a segunda
reacdo de PCR utilizaram-se os primers mais internos, 1 uL da primeira reacdo e as seguintes
condig¢des de ciclagem: 94°C por 5 minutos, 2 ciclos de 94°C por 3 minutos, 53°C por 3 minutos,
72°C por 2 minutos, 5 ciclos de 94°C por 3 minutos, 55°C por 3 minutos, 72°C por 2 minutos e 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minutos e extensao final de 72°C por
6 minutos.

Para verificar os perfis de amplificagdo, 3 uLL de cada amostra da segunda PCR foram
aplicados em um gel de poliacrilamida 8% e revelado como no item 4.3.4.

Os fragmentos foram clonados utilizando o Kit de clonagem InsT/Aclone PCR Cloning
Kit (Fermentas) segundo especificacdes do fabricante. Apos a inser¢do das seqiiéncias nos
plasmideos, eletroporacdo e clonagem das bactérias e selegdo dos clones transformados, 24

colonias de cada placa foram capturadas e adicionadas com o auxilio de palitos de dente
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autoclavados a um tubo de reacao de PCR (uma coldnia por tubo). As reacdes foram realizadas
em um volume final 20 uL contendo 1X tampao da Taq DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM
de dNTPs (GIBCO BRL), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogen)
e 0,4 uM de primers especificos para o plasmideo (pUC/M13, senso-5' CGC CAG GGT TTT
CCC AGT CAC GAC-3’ e pUC/M13, anti-senso-5' TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA -3").
O DNA foi inicialmente denaturado por 5 minutos a 95°C e em seguida submetido a 35 ciclos de
denaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1
minuto. Ao final da ciclagem, as moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72°C. Finalmente
correu-se um gel de agarose 1% em TBE 0,5X, acrescido de brometo de etideo 0,5 ug/mL. A
eletroforese foi realizada a 100 V em tampao TBE 0,5X por 1 hora. Ao final da corrida, o gel foi
visualizado sob luz UV e, as colonias que continham um fragmento de DNA de ~640pb foram
selecionadas e submetidas a uma reagao de seqiienciamento.

A reacgdo de seqiienciamento foi realizada utilizando-se o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) seguindo as instrugdes do fabricante. Foi realizada uma
reacdo de seqiienciamento contendo somente primer anti-senso do mesmo vetor. A reagdo foi
realizada em um volume final de 10 uL contendo 0,6 uL (~300ng) de amostra (produtos gerados
a partir da PCR de coldnia); 1 uL. do mix BigDye e 0,5 uLL de primer 10 uM.

As condig¢des de PCR foram as seguintes: 95°C por 90 segundos, 35 ciclos de 95°C por 18
segundos, 55°C por 12 segundos, 60°C por 4 minutos.

Ap6s a PCR, adicionaram-se 60 uL de isopropanol 75% a cada amostra, homogeneizou-se
em vortex e estocou-se no escuro a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse periodo,
centrifugaram-se as amostras a 13.000 rpm por 15 minutos, descartou-se o sobrenadante e
adicionaram-se 150 uL de etanol 70%. Realizou-se uma nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 15

minutos e ressuspendeu-se o pellet em 10 ulL de formamida ultrapura. As amostras foram entdo
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homogeneizadas vigorosamente em vortex e incubadas a 95°C por 3 minutos. Em seguida, foram
colocadas em banho de gelo por 90 segundos e submetidas a eletroforese por capilaridade no
seqlienciador automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems) de acordo com as especificacdes do

fabricante.

4.4 Avaliacdo da producao de galectina-3: proteinas e RNA mensageiro

Foi realizada a andlise da produgdo de galectina-3 nestas células da linhagem NG97ht, e
devido a descoberta da fusdo das células humanas da linhagem NG97 com células do estroma
murino, houve a necessidade de se constatar também a origem da producao da galectina-3 nestas
células. Realizaram-se ensaios de western blot para analises protéicas e reacdes de polimerase em
cadeia (PCR) utilizando-se amostras controle humanas, como o cancer de mama MDA-MB-231,

e murinas, como a linhagem de melanocitos Melan-a.

4.4.1 Extragoes protéicas

Para a extragdo protéica, c¢lulas das linhagens NG97ht, Melan-a ¢ MDA-MB-231 foram
cultivadas em garrafas de 75cm?, tiveram seu sobrenadante descartado e foram entdo lavadas em
tampao fosfato salino (PBS) gelado. Apds este passo, as proteinas destas células foram extraidas
através de um tampao detergente descrito por Califice et al. (2004) (50mM Tris pH 7,5, 150mM
NaCl, 5SmM EDTA pH 8, 0,1% triton x-100, ImM Na;VO4, 1mM de PMSF, 2ug/mL de
aprotinina).

Apoés esta extragdo, o sobrenadante foi classificado como de fragdo citoplasmatica e o
pellet foi ressuspendido em tampdo de lise nuclear (50mM Tris, 1% Tween 20, 0,25%

deoxicolato de sodio, 150mM NaCl, ImM de EDTA, ImM Na3;VO,, ImM PMSF e 2ug/mL
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aprotinina) por 15 minutos a 4°C e centrifugado a 15600xg por 10 minutos, sendo este novo
sobrenadante classificado como de fragcao nuclear.

Apo6s quantificacdo pelo Método de Lowry (1951), as proteinas foram incubadas em
tampdo ndo redutor (120mM Tris pH 6,8, 4% SDS, 0,01% bromofenol blue e 20% glicerol) e
aquecidas a 100°C em banho seco por 5 minutos, corridas em gel de eletroforese de bis 0,8%-
acrilamida 30% em tampao de corrida pH 8,5 (250mM de Tris base, 190mM de glicina, 1% de
SDS), e depois transferidas para membranas de PVDF em tampao de transferéncia (25mM Tris,
192mM glicina e 20% metanol) a 100 volts por 1 hora.

Os anticorpos utilizados nas membranas resultantes foram: IgG de rato anti-galectina-3
proveniente de hibridoma M3/38 e IgG de camundongo anti-B-actina (ABCam). Os anticorpos
secundarios utilizados foram: anti-IgG de camundongo (SIGMA) e anti-IgG de rato (SIGMA),
ambos conjugados com peroxidase, sendo as membranas reveladas pelo kit Enhanced
Chemiluminescence System (ECL, Amershan Biosciences) e com o filme Amershan Hyperfilm

(ECL, Amershan Biosciences).

4.4.2 Extracdo do RNA mensageiro e criagdo de cDNAs

Para a analise do RNA mensageiro, células das linhagens NG97ht, Melan-a ¢ MDA-MB-
231 foram cultivadas em garrafas de 25cm?, sendo entdo lavadas em PBS gelado. Apos a retirada
total do PBS, adicionou-se 0,5 mL de reagente de Trizol® (GIBCO BRL), sendo lisadas e
retiradas por ressuspensao com uma micropipeta, depois foram transferidas para tubos de
minicentrifuga, onde ficaram homogeneizando por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir,
adicionou-se 100 uL de cloroféormio (Merck) a cada amostra, as quais foram homogeneizadas por

inversdo por aproximadamente 15 segundos e incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos.
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As amostras foram, entdo, centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C e a fase aquosa (fase
superior) foi transferida para tubos novos.

Imediatamente apos a transferéncia, 260 ulL de alcool isopropilico (Merck) foram
adicionados a cada amostra, que foram incubadas overnight a -20°C. Ao final desse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido e
o pellet foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 75%.

Apo6s homogeneizagdo em vortex, as amostras foram novamente centrifugadas a 7.500
rpm por 5 minutos a 4°C, o pellet foi dissolvido em agua DEPC (dietilpirocarbonato, Merck), no
volume de 10 a 30 uL (dependendo do tamanho do pellet), e as amostras incubadas a 60°C por 10
minutos para permitir a completa dissolu¢ao do RNA. Finalmente, as amostras foram estocadas a
-70°C até o momento de uso.

A quantidade do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria a 260 nm
(NanoDrop 1000, Thermo Scientific) e sua integridade foi verificada através da visualizagdao de
bandas ribossomais 28S e 18S integras.

Para a reagdo de transcriptase reversa, 2 ug de RNA total foram acrescentados 1 ulL de
oligo dT 500 ug/mL (Invitrogen), 1 uL de ANTP mix 10 mM (Invitrogen) e completado para 14
ul. com &gua ultrapura. A seguir, incubou-se o material a 70°C por 10 minutos. Imediatamente
apos esse periodo, as amostras foram rapidamente resfriadas em gelo e brevemente centrifugadas.
Adicionaram-se, entdo, 4 ul de tampao first-strand 5x (Invitrogen), 1 uL de DTT 0,1 M
(Invitrogen), 1 uL de Superscript II1 200 U (Invitrogen) e incubou-se as amostras por mais 50
minutos a 50°C. Para interromper a reacao, as amostras foram incubadas a 70°C por 15 minutos, e
o cDNA sintetizado foi estocado a -20°C.

Para a analise dos cDNAs, realizou-se uma PCR com primers especificos para a seqii€éncia

do RNA mensageiro de galectina-3 humana (senso-5" ATG GCA GAC AAT TTT TCG CTG C -
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3’, anti-senso-5" ATG TCA CCA GAA ATT CCC AGT T -3’ ) e murina (senso-5’ CCT GGA
GCT TAT CCT GGT CA -3°, anti-senso-5" GTC ACC ACT GAT CCC CAG TTT -3’). A reagdo
teve um volume final de 20 ulL contendo tampao de reagao 1x (Invitrogen), 1,5mM de MgCl,
(Invitrogen), 10uM de dNTPs (Invitrogen), 2uM de primers (Invitrogen) e 1U de Taq platinum
(Invitrogen). As condi¢des da PCR foram 95°C por 5 minutos seguidos de 35 ciclos de 95°C por

30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguido de 72°C por 5 minutos.

4.4.3 Andlise da expressdo de galectina-3 por imunofluorescéncia

Realizaram-se ensaios de imunofluorescéncia em células da linhagem NG97ht a fim de se
verificar possiveis alteragdes na compartimentalizagdo e/ou co-localizagdo com organelas
celulares, visto que a galectina-3 pode agir como agente anti-apoptdtico como a familia de
proteinas Bcl-2 (AKAHANI et al. 1997), havendo a possibilidade de migracdo para a
mitocondria e impedimento da liberagdo de citocromo-C, o qual, no citoplasma, induziria a morte
celular pela via das caspases.

Cerca de 3x10° células da linhagem NG97ht foram plaqueadas em laminulas de 13mm em
placas de 24 pogos. Ao fim de 48 horas, as células foram incubadas por 40 minutos com um
marcador para mitocondrias (MitoTracker, 1:2000, Invitrogen), e depois foram fixadas em
paraformaldeido 3,7% em pH 7,4 por 15 minutos, lavadas em PBS, havendo o bloqueio de sitios
inespecificos através de uma solucdo de PBS pH 7,4 com 5% de albumina do soro bovino e
incubagao overnight a 4°C com o anticorpo anti galectina-3 (ABCam, A3A12). Depois as células
foram incubadas com um anticorpo secundario anti-mouse ALEXA 488 por 3 horas a
temperatura ambiente. Seus nucleos foram entdo marcados através de diamidino-2-fenil-indole
(DAPI) e montadas em laminas de vidro para analise em microscépio confocal (Zeiss LSM 510

Meta).
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4.5 Avaliacdo da expressao de ligantes de galectina-3 in vitro € in vivo

Além da avaliacdo da expressdo de galectina-3, foram realizados experimentos para
averiguar a expressao de ligantes de galectina em células in vitro em células da linhagem NG97ht
e in vivo em tumores derivados da inoculagdo de células desta linhagem em camundongos nude,

como descrito no item 4.2.

4.5.1 Andlise de ligantes de galectina-3 in vitro

As células sofreram manejo de acordo com o item 4.1 e 1x10° células foram plaqueadas
em placas de 24 pocos contendo laminulas de 13mm, sendo deixadas overnight para adesao.

ApOs este periodo, o meio de cultura destas células foi retirado, sendo entdo fixadas em
metanol absoluto a -20°C por 15 minutos. Apos este periodo, estas células foram lavadas 3 vezes
em TBS, sofrendo posterior bloqueio em TBS-BSA 5% por 1 hora a temperatura ambiente.

A marcacao para ligantes de galectina-3 foi realizada pela incubagao com uma galectina-3
conjugada com fosfatase alcalina (gal-3FA), descrita por Mello e colaboradores (2007) diluida
1:7 em TBS-BSA 5% overnight a 4°C e para a reagdo controle, este passo foi omitido incubando
estas laminulas em TBS-BSA 5%. Ap6s este periodo, estas células foram lavadas duas vezes em
TBS-BSA 5% e uma vez em tampao fosfato alcalino (APB), sendo revelada por uma solugdo de

NBT-BCIP.

4.5.2 Andlise de ligantes de galectina-3 in vivo
Células da linhagem NG97ht foram inoculadas em camundongos nude como descrito no
item 4.2 e fixadas como descrito no item 4.2.1. Foram realizados cortes em microtomo e as

laminas derivadas deste processo sofreram recuperagdo antigénica em tampao citro-fosfato pH
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6,0 por 10 minutos em forno microondas. A seguir os cortes foram bloqueados em PBS-BSA 1%
e entdo incubados em gal-3FA 30ug/mL em PBS-BSA 1% overnight a 4°C. Apds lavagens, a
solucao foi revelada através de Fast Red em tampao Tris-HCI fosfato Naftol (1mg/mL, Dako).

Amostras controle ndo sofreram incubagdo com gal-3FA, somente com PBS-BSA 1%.

4.6 Ensaios de exposicdo a hipdéxia mimética através de CoCl, 100uM ou em camara de hipdxia

em meio completo ou privado de soro fetal bovino

Os ensaios de exposicdo deram-se através de dois métodos distintos: hipdxia mimética
através de CoCl, 100uM e em hipoxia (pO,<1,5%) através de uma camara de hipoxia (Billupus-
rothenberg — Modular Incubator Chamber, Del mar, Califérnia, EUA), sendo a concentracdao de
oxigénio monitorada em tempo real através de um detector de oxigénio (PAC 3000, Drieger,
Alemanha).

A utilizacdo do CoCl, como agente quimico indutor da hipoxia tem como base suas
propriedades descritas na estabilizacao do HIF-1a pela inibi¢ao de sua ligagao com a proteina de
Von Hippel-Lindau, agente que induz a degradacdo do HIF-la em presenga de oxigénio via
proteossomo 26S (KANAYA et al. 2003; YUAN et al. 2003) e apesar de existir oxigénio
disponivel para a célula, ela se comporta como se estivesse em hipdxia, ocorrendo indugdo de
fatores de adaptacao a falta de oxigénio.

Os ensaios foram realizados com variagdo da concentracdo de soro fetal bovino,
utilizando condi¢des normais de cultura celular com meio RPMI completo com 13% de soro fetal
bovino, ou privado com 0% ou 1% de soro fetal bovino. Estas duas ultimas situacdes reproduzem
0 microambiente necrético tumoral, o qual possui baixa concentracdo de oxigénio e nutrientes

devido a sua distancia ou bloqueio de vasos sangiiineos.
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A exposi¢ao a hipdxia mimética através de cloreto cobaltoso deu-se pela retirada do meio
de cultura enriquecido, lavagem das células com PBS e adicdo de meio RPMI completo ou
privado de soro fetal bovino e com concentragdo final de CoCl, 100uM, sendo as incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO..

A exposi¢do a hipoxia em camara de hipoxia deu-se pela troca de meio de cultura
enriquecido, lavagem das células com PBS e adi¢do de meio RPMI completo ou privado de soro
fetal bovino. A seguir, estas cé¢lulas sofreram incubag¢@o em camara de hipdxia por 10 minutos em
atmosfera com 95% de N, e 5% de CO, (20 litros/minuto), sendo posteriormente lacrado e
mantido a 37°C, sendo a concentracdo de O, nesta situacdo monitorada por um detector (PAC
3000, Dréaeger, Alemanha).

Os controles utilizados tiveram remo¢ao do meio de cultura, lavagem em PBS e adi¢ao de
novo meio RPMI completo ou privado de soro fetal bovino, sendo entdo incubados em estufa a
37°C e 5% de CO,, ndo sofrendo qualquer tratamento.

Os seguintes dados foram analisados:

4.6.1 Andlises de expressdo génica de galectina-3 por PCR em Tempo Real

As células foram plaqueadas em garrafas de 25cm?, de acordo com o item 4.1, e tratadas
de acordo com o item 4.5, expondo estas células a normoxia, CoCl, 100uM e hipdxia por 3, 6, 24
e 48 horas em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal bovino. Ao final do
tratamento, tinham seu RNAm extraido e seu cDNA criado como descrito no item 4.4.2.

Para a reagdo de qRT-PCR utilizou-se a metodologia do SYBR-Green, na qual um
fluoroforo ¢ capaz de se ligar ao DNA dupla fita, aumentando sua fluorescéncia ao longo da

reacdo. Os valores quantitativos foram obtidos no ponto no qual a fluorescéncia emitida
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ultrapassou um limiar de detecg¢do estabelecido de 0,2 (CT: Cycle Treshold), ou seja, no ponto no
qual a amplificagdo do produto foi detectada. Os dados de quantificacao obtidos foram analisados
pelo software de analise do aparelho Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science).

Primeiramente, realizou-se a curva de eficiéncia do gene de galectina-3 (alvo) e da B-
actina (normalizador). Para tal, utilizou-se quantidades exponenciais de cDNA em duplicata
(100ng, 10ng, Ing, 0,1ng, 0,01ng) em um volume final de 20ul de reagcdo contendo tampao de
reacdo 1x (Invitrogen), 1,5mM de MgCl, (Invitrogen), 1U Taq Platinum (Invitrogen), 10uM de
dNTPs (Invitrogen), 1,5 uM de primers para galectina-3 murina (senso-5" CCT GGA GCT TAT
CCT GGT CA -3°, anti-senso-5" GTC ACC ACT GAT CCC CAG TTT -3’) e B-actina (senso-5’
AGA AAA TCT GGC ACC ACA CC -3’, anti-senso-5" AGA GGC GTA CAG GGA TAG CA -
3’), 1% de SYBR Green 1:100 (Invitrogen) e 5% de DMSO (dimetil sulfoxido, SIGMA).

As condig¢des de amplificacdao foram as seguintes: 95°C por 5 minutos e 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Uma etapa final, na qual a
temperatura aumenta gradualmente de 72°C para 95°C a 1°C a cada 5 segundos com a continua
aquisicdo da fluorescéncia, foi adicionada ao fim da amplificacdo para submeter os produtos
amplificados a uma curva de dissociagao.

A expressao diferencial da galectina-3 (transcrito alvo) foi determinada através do método
de quantificagdo relativa em relacao a um controle enddégeno ou gene normalizador, no caso, a [3-
actina. Para o calculo da expressdo diferencial foi utilizado o modelo matematico proposto por

Pfaftfl (2001), seguindo a formula:

R= (E alv 0)ACT alvo (controle-tratado) /(E normalizad Ol') ACT normalizador (controle-tratado)’
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Onde:

E alvo: Eficiéncia de amplificacdao dos primers especificos para o transcrito alvo, no caso
galectina-3;

E normalizador: Eficiéncia de amplificacdo dos primers especificos para o gene
normalizador, no caso -actina;

ACT alvo: Corresponde a diferenca entre o CT de galectina-3 obtido para a amostra de
referéncia (controle) e do CT de galectina-3 obtido para a amostra em analise (tratado);

ACT normalizador: Corresponde a diferenca entre o CT da [-actina obtido para a
amostra de referéncia (controle) e do CT da B-actina obtido para a amostra em analise (tratado).

As eficiéncias de amplificacdo dos primers foram calculadas de acordo com a equacao:

E= 10(-1/slope)’
Onde o Slope corresponde a inclinagdo da reta obtida quando se analisa a variagdo do CT

do transcrito alvo e do normalizador em fun¢do do log de diferentes quantidades de cDNA.

4.6.2 Andlises protéicas de galectina-3

As células foram mantidas em cultura como descrito no item 4.1, sendo expostas a
hipdxia mimética através de CoCl, 100uM ou em camara de hipoxia com variagdo de soro fetal
bovino (13% ou 1%) por 48 horas como descrito no item 4.5. Apos estas exposigdes, as proteinas

foram extraidas e analisadas pelo método descrito no item 4.4.1.
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4.6.3 Andlise das taxas de migragdo celular em transwell

Células da linhagem NG97ht foram cultivadas como descrito anteriormente e utilizadas
em ensaios de migracao celular em placas Transwell Permable Support 3422, poro de 8um
(Costar). Os insertos das placas foram sensibilizados com fibronectina, um estimulante
migratorio, recebendo aplicacdes de Opg/ml ou 10pug/ml de fibronectina em 500uL de meio sem
soro durante uma hora a 37°C.

Seguiu-se o bloqueio de sitios inespecificos através 10pug/mL de BSA em 500uL de meio
sem soro por inserto por uma hora a 37°C, sendo a solu¢do de BSA também adicionada de CoCl,
100uM para os experimentos envolvendo esta molécula.

As garrafas foram tripsinizadas como descrito no item 4.1, sendo adicionadas 1x10’
células/500uL de meio sem soro para cada inserto. Estas células sofreram trés tipos de
tratamento, sendo um em ambiente normoéxico, em CoCl, 100uM e em cadmara de hipdxia em
meio privado com 0% de soro fetal bovino, como descrito no item 4.6.

Estes testes foram realizados em triplicata e apos 3 e 24 horas de migracao as células
foram fixadas em PBS-Paraformaldeido 1% por 15 minutos e coradas em Azul de Toluidina
durante 5 minutos. Apds limpeza e secagem dos insertos, as células migradas foram contadas em

microscopio de luz invertido.

4.6.4 Andlise da morte celular com detec¢do pela incorporagdo de iodeto de propideo
As células foram plaqueadas em triplicata em placas de 6 pocos (Costar, Sigma-Aldrich,
St Louis, EUA), cada um contendo 1x10° células e sofreram os tratamentos descritos no item 4.6

por 24, 48 e 72 horas.
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ApOs esta exposi¢do, as células foram retiradas por tripsinizacdo e sofreram procedimento
experimental para avaliagdo do ciclo e morte celular por incorporagdo do iodeto de propideo
(AUZUBEL et al., 1995; ROSKANS, J. & RODGERS, L. 2002), sendo sua leitura realizada em

aparelho de citometria FACS Calibur.

4.6.5 Andlise do impacto do knockdown de galectina-3 na sobrevivéncia celular e na
expressdo de galectina-3

As células da linhagem NG97ht foram plaqueadas em triplicata em placas de 6 pogos
(Costar, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), cada um contendo 1x10° células em meio RPMI
completo com 13% de SFB. Apos adesdo por um periodo de 17 horas, o meio foi retirado e as
células foram lavadas com meio OPTIMEM (Gibco, Invitrogen) para retirada total de seu soro
fetal bovino.

ApOs as lavagens, as células foram incubadas com 100pmols de siRNA anti galectina-3
&) rUrUrUrCrCrUrGrArUrUrArGrUrGrCrUrCrCrArCrCrCrGrCrCrGrC - -3, 5' -
/5Phos/rGrGrGrGrGrGrUrGrGrArGrCrAeCrUrArArUrCrArGrGrAAA -3') ou 100pmols de
siRNA controle em 4ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) por pogo e deixadas por 6 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Ao fim deste periodo, as células foram expostas a normoxia, CoCl,
100uM ou hipoéxia com meio completo com 13% ou privado com 1% de soro fetal bovino.

ApOs 48 horas, estas células foram retiradas para analise de morte celular através da
incorporagao de iodeto de propideo, como descrito no item 4.6.3, e avaliacao do knockdown de
galectina-3 através de western blots, como descrito no item 4.4.1.

Além destas analises, também houve avaliagdo de possiveis mudancas de ciclo celular

nestas células expostas ao siRNA anti-galectina-3.
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4.6.6 Andlise do padrdo de sialilagcdo frente a privagcdo de soro fetal bovino

As células da linhagem NG97ht foram plaqueadas em garrafas de cultura de 75 cm® de
acordo com o item 4.1, alcangando uma confluéncia celular de cerca de 80%, sendo entdo
expostas a normoxia, CoCl, 100uM ou hipoxia com 13%, 1% ou 0% de soro fetal bovino por
48h.

Ao fim deste processo, houve extracdo protéica destas células de acordo com o item 4.4.1,
sendo entdo realizadas membranas em PVDF para andlise do padrdo de sialilagdo destes extratos
através do DIG Glycan Differentiation Kit (Roche) seguindo as instru¢des do fabricante. Estas
membranas foram incubadas com SNA (Sambucus nigra agglutinin) e DSA (Datura stramonium
agglutinin) conjugado a digoxigenina.

O SNA ¢ capaz de reconhecer ligacdes a2-6 de acido sialico a galactose em sua por¢do
terminal de cadeias de carboidratos, enquanto que o DSA reconhece ligagdes terminais de
galactose-B(1-4)-N-acetilglucosamina, capaz de demonstrar a diminui¢do de &cido sidlico e

aumento da exposicao de residuos de carboidratos.

4.6.7 Andlise do impacto da inibicdo da sialilacdo na protecdo contra a morte pela
galectina-3 extracelular

A avaliacdo de um possivel papel da galectina-3 extracelular na inducdo da morte em
células da linhagem NG97ht com diminui¢ao da adi¢do de 4cido sidlico terminal em cadeias de
carboidratos foi realizado utilizando-se a lactose como substrato competidor da ligacdo da
galectina-3 com receptores de superficie celular.

As células da linhagem NG97ht foram plaqueadas em triplicata em placas de 6 pogos

(Costar, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), cada um contendo 1x10° células em meio RPMI
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completo com 13% de SFB. Apos a adesdo overnight destas células, os pogos foram lavados com
meio RPMI sem soro e entdo sofreram exposi¢do a normoéxia, CoCl, 100uM e hipoxia em meio
RPMI privado com 1% de soro fetal bovino como descrito no item 4.6.

Complementando esta exposicdo, estas células foram também tratadas com lactose 10 e
20mM (SIGMA), um ligante de galectina-3 de baixa afinidade, sacarose 20mM (VETEC), como
controle da adicdo de carboidratos, e também foi realizada uma triplicata inalterada como
controle.

Ao fim de 48 horas de exposi¢do, estas células foram extraidas de acordo com item 4.6.3

para andlise da morte celular através da incorporacdo de iodeto de propideo.

4.7 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 4.0 utilizando

os parametros de avaliacdo Two-Way ANOVA.
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5. Resultados

5.1 A galectina-3 é produzida in vitro desde passagens baixas a altas na linhagem NG97ht

A caracterizagdo da expressdo de galectina-3 nestas células de glioma da linhagem
NGI97ht foi realizada a partir de extratos protéicos de células in vitro em diversas passagens,
como passagens baixas realizadas ap6s o inicio de seu cultivo in vitro, como passagens mais
altas, e foi demonstrado por western blot que ha expressao estavel de galectina-3 por todas estas
passagens (Fig. 6).

Além dos ensaios realizados por western blot, analises de imunofluorescéncia
demonstraram a distribui¢do citoplasmatica de galectina-3 nestas células da linhagem NG97ht
(Fig. 7) com pouca ou nenhuma marcag¢do nucelar, além de apresentar padrdo de expressado
peculiar, com marcagdes pontuais em granulos dentro da célula. Também foi possivel observar
algumas células com fendtipo espraiado contendo galectina-3 em suas por¢des mais terminais
(seta branca).

Quanto a localizagdo mitocondrial, ¢ possivel visualizar mitocondrias na regido
perinuclear nestas células da linhagem NG97ht, porém nao houve co-localizagdo de mitocondrias
com a proteina de galectina-3 quando analisada através de microscopia confocal (dados nao

mostrados).
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Figura 6 — Western blot para caracterizacdo da expressdo de galectina-3 em extratos protéicos
citoplasmaticos de diversas passagens celulares in vitro da linhagem de glioma NG97ht.
Constatacdo da producdo estavel de galectina-3 com cerca de 30kDa em células em cultura de
diferentes passagens: 19, 24, 61, 82 e 95, utilizando como controle positivo proteinas de

melanodcitos murinos (linhagem Melan-a).
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Figura 7 — Imunofluorescéncia para galectina-3 in vitro em células da linhagem NG97ht. (A)
Marcacdo nuclear através de DAPI. (B) Marcacdo de galectina-3 demonstrando padrio de
expressdo predominantemente citoplasmatico e em padrdo granular, além de demonstrar
positividade em focos de adesdo para galectina-3 em células espraiadas (seta branca). (C)
Marcacao mitocondrial através de MitoTracker com localizagdo perinuclear. (D) Jun¢do dos

quadros A, B e C. Figura superior esquerda: controle negativo.
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5.2 Producao de galectina-3 a partir do genoma murino

Devido ao fenomeno da fusdo celular, foram realizados testes para verificar a origem da
producao da proteina de galectina-3, se a partir do genoma humano, responsavel pelo fenotipo de
glioblastoma multiforme, ou genoma murino, derivado das células do estroma do camundongo
nude no qual estas células foram inoculadas.

Os testes envolvendo ensaios de western blot demonstraram alteragcdes no padrao de peso
molecular da galectina-3 produzida por esta linhagem, NG97ht, similar ao peso comparando-se
com o da linhagem de melano6citos murina, Melan-a, e diferente da linhagem de cancer de mama
humano, MDA-MB-231, ambas positivas para galectina-3 (dados ndo mostrados), indicando a
possibilidade da producdo desta proteina a partir do genoma murino nestas células da linhagem
NG97ht.

Em ensaios posteriores, analisou-se 0 RNA mensageiro destas trés linhagens através de
primers especificos para a seqiiéncia murina (amplificado de 504pb) e humana (amplificado de
719pb). Viu-se através da analise dos fragmentos amplificados através de PCR e submetidos a
eletroforese em gel de agarose que o par de primers especifico para a seqiiéncia humana
amplificou somente a amostra MDA-MB-231, enquanto que o par de primers especifico para a
seqiiéncia murina amplificou tanto a amostra NG97ht quanto a Melan-a, indicando a produgao de

galectina-3 a partir do genoma murino em células da linhagem NG97ht (Fig. 8).
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Galectina-3 Galectina-3
humana murina

«—— 719pb

«— 504pb

Figura 8 — Anadlise por eletroforese de produtos de ¢cDNA amplificados por PCR obtidos da
linhagem NG97ht, linhagem de melandcitos murinos Melan-a e cancer de mama humano MDA-
MB-231. Primers especificos para a galectina-3 humana amplificaram o cDNA da linhagem
MDA-MB-231 (719pb), porém nao das linhagens NG97ht e Melan-a, enquanto que primers
especificos para a galectina-3 murina amplificaram tanto o ¢cDNA das linhagens NG97ht e
Melan-a (504pb), porém nao de MDA-MB-231, demonstrando possivel producdo de galectina-3

a partir do genoma murino na linhagem NG97ht.
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5.3 Expressao de ligantes de galectina-3

Analises por testes citoquimicos in vitro da expressao de ligantes de galectina-3 através
desta proteina conjugada com fosfatase alcalina revelaram padroes de distribuigdo
citoplasmaticos/membranar com a auséncia destes ligantes no nucleo das células da linhagem
NGI97ht (Fig. 9A).

A possibilidade da ocupagdo de sitios de ligagao de galectina-3 no nucleo das células foi
analisada através de western blots comparando-se a agdo de tampodes redutores e nao-redutores e
confirmou-se a auséncia de ligantes de galectina-3 no nucleo destas células analisadas (dados nao
mostrados).

Através destes mesmos ensaios também se evidenciou a presenca de ligantes de gal-3 em
regides perinucleares destas células, indicando a localizacdo no Complexo de Golgi.

Além da analise de ligantes in vitro, ensaios foram realizados para detec¢do de ligantes de
galectina-3 em cortes histologicos de tumores provenientes da inoculacdo das células da
linhagem NG97ht em camundongos atimicos. Houve deteccdo de ligantes de galectina-3
principalmente em grupos celulares constituintes da camada de pseudopaligada (Fig. 9B/C/D -
setas). E possivel que esta marcagdo seja de células tumorais, mas também de células infiltradas,
como macréfagos e neutrofilos, sendo também detectados ligantes na matriz extracelular. Fora
da camada de pseudopalicada, encontramos células infiltradas positivas para ligantes, como

também células endoteliais.
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Figura 9 — Analise da expressdo de ligantes de galectina-3 in vitro e in vivo por citoquimica em
células da linhagem de glioma NG97. (A, 400x) Citoquimica para células in vitro marcadas com
galectina-3 conjugada com fosfatase alcalina e contra-coradas com verde de metila; padrao de
expressdo citoplasmatico/membranar com 4reas de concentracdo (setas) provavelmente
apontando Complexos de Golgi. (B, 100x; C, 100x; D, 200x) Histoquimica para ligantes de
galectina-3 em tumor derivado da inoculagdo de células da linhagem de glioma NG97ht em
camundongos atimicos; detec¢ao de ligantes em células e em regides da matriz extracelular da

zona de pseudopaligada (setas). (A e C, canto superior direito) Controle negativo.
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5.4 A expressao de galectina-3 ndo € modulada através da metilacdo de seu promotor

As analises por PCR metilacao-especifica (MSP) demonstraram dados contraditorios em
relagdo a possivel metilagdo do promotor do gene de galectina-3 nesta linhagem NG97ht, onde o
promotor de células in vitro demonstrou-se completamente nao metilado, enquanto que areas
tumorais positivas € negativas para galectina-3 demonstraram variagdes em suas bandas de
amplificacdo, indicando tanto amostras com DNA metilado quanto ndo metilado (dados nao
mostrados).

Porém estes dados de MSP ndo se confirmaram quando o promotor de galectina-3 foi
seqiienciado. Foi visto que a regido de seu promotor possui 36 dinucleotideos CGs passiveis de
serem metilados e foram obtidos os seguintes resultados:

e Invitro:
o 0,2777% dos dinucleotideos CG de células in vitro apresentaram metilagdo (1
dinucleotideo metilado de 360 possiveis)
e [nvivo:
o C¢lulas que ndo expressam galectina-3: 0,2314% dos dinucleotideos CG
apresentaram metilacao (2 dinucleotideos metilados de 864 possiveis)
o Areas de pseudopalicada que expressam galectina-3: 0,8680% dos dinucleotideos
CG apresentaram metilagao (5 dinucleotideos metilados de 576 possiveis).

Estes dados indicam que a modulagdo da expressao de galectina-3 nos tumores originados

pela inoculacao destas células em camundongos imunodeficientes ndo ¢ devido a metilacao de

seu promotor.
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5.5 Ensaios em hipdxia mimética e em camara de hipoxia

e 5.5.1 Aumento da expressao de galectina-3 em hipoxia e hipoxia mimética
Os testes de PCR em tempo real realizados a partir do cDNA extraido de células em
normoxia, CoCl, 100uM e em camara de hipoxia ndo demonstraram alteragdes estatisticamente
significantes na produ¢do do RNAm de galectina-3 em relagdo ao controle ap6s 3h e 6h de

exposicao (Tab. 1 e Fig. 10A).

Tabela 1 - Indicagdo das alteragdes nas expressdes relativas de galectina-3 quando expostas a
normodxia, CoCl, 100uM ou hipdxia por 3, 6, 24 e 48 horas em meio completo (13%) ou privado

(1%) de soro fetal bovino. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Alteracoes na expressao relativa de galectina-3 (%)

13% soro fetal bovino

Tempo (h) CoCl, 100pM Hipéxia
3h -14,93 -20,20
6h -13,20 -5,53
24h +69,35%% +108,06%**
48h +49,53% +128,1 2%

1% soro fetal bovino

3h +35,42 +22,51
6h +54,42 +51,17
24h +168,64%%* +490,83 #**
48h +159,89%%* +248,69%%*

Porém, ap6s 24 horas de exposicdo a estes trés tratamentos, demonstrou-se aumento

relativo de producdo do RNAm de galectina-3 em relacdo ao controle tanto em hipdxia quanto
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em CoCl, 100uM nesta linhagem NG97ht quando realizado em meio completo com 13% de soro
fetal bovino. Estes aumentos permanecem também apos 48 horas de exposicao a hipoxia e em
CoCl, 100uM.

Quando estas células foram expostas nestas mesmas condigdes, porém com reducao da
disponibilidade de soro fetal bovino (1%), houve indugdo aparente, porém nao estatisticamente
significante, em 3 e 6 horas de exposi¢do de hipdxia e CoCl, 100uM (Fig. 10B e Tab. 1).

A partir de 24 horas, houve aumento significativo da produ¢do do RNAm de galectina-3
em hipdxia e em CoCl, 100uM, permanecendo até 48 horas de exposicao.

Quanto ao aumento de expressao protéica de galectina-3, demonstrou-se aumento através
de western blot desta proteina ap6s 48h de exposicdo tanto em meio completo quanto privado de
soro fetal bovino em CoCl, 100uM (39% e 86%, respectivamente) e em hipoxia (115% e 155%,
respectivamente), demonstrando correlacdo entre ao aumento do RNAm e da proteina de

galectina-3 nestas células da linhagem NG97ht.
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Figura 10 — Analise da produgao relativa do RNAm de galectina-3 em meio completo com 13%
(A) ou 1% (B) de SFB em células da linhagem NG97ht expostas a normoxia, CoCl, 100uM ou
hipdxia. Aumento estatisticamente significante apds 24 horas de tratamento, permanecendo até

48 horas. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Normoxia CoCl, 100pM Hipoxia
A A A
4 A 4 A 4 h
1 13 1 13 1 13 % SFB
Galectina-3 .
B-actina S — .
Aumento
relativo de 1,0 1,0 1,39 1,86 2,15 2,55
gal-3
48h de exposiciao

Figura 11 — Western blot para galectina-3 em extratos de células da linhagem de glioma NG97ht
expostas a condigdes de normoxia, CoCl, 100uM ou hipdxia por 48 horas e em meio completo
com 13% ou privado com 1% de soro fetal bovino. Aumento da produgdo de galectina-3 em

células expostas ao cloreto cobaltoso e a hipdxia em comparagdo com células em normoxia.
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5.5.2 Cloreto cobaltoso 100uM induz aumento da migragdo celular in vitro em transwell

A exposi¢do destas células da linhagem NG97ht a ambientes de normodxia, hipdxia
mimética e hipdéxia em camara de hipoxia em camaras de transwell sensibilizadas através de
10ug/mL de fibronectina ndo revelou alteracdes estatisticamente significantes nas taxas de
migracdo celular ap6s 3h de exposicdo (normoéxia: média de 414 células/transwell; CoCl,
100uM: média de 480,33 células/transwell; hipoxia: 269,66 média de células/transwell) (Fig.
12).

Analises posteriores com 24h de exposi¢cdo revelaram aumento das taxas de migracao
celular em células que sofreram exposigdo ao CoCl, 100uM (p<0,001, média de 5736,66
células/tranwell) em relagdo a células em ambiente de normoxia (média de 1709,66
células/transwell) e hipoxia (média de 825,66 células/transwell), indicando que o cloreto
cobaltoso € capaz de induzir a migragdo celular nestas células da linhagem NG97ht.

Quando vistas em microscopio de luz invertido, constatamos regides de grande
celularidade em tratamentos com CoCl, 100uM quando comparadas com células em normoxia e
em camara de hipdxia (dados ndo mostrados) apds 24h de exposicao, porém nao houve diferencas
em relacdo a qualidade da migracdo, pois em todos os tratamentos as células demonstravam
fenotipo de células espraiadas e aderidas, diferente das células que ndo foram sensibilizadas com
fibronectina, as quais ndo migraram ¢ demonstraram fenotipo arredondado e de pouca aderéncia

(dados ndo mostrados).
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Figura 12 — Avaliagdo das taxas de migracao celular em células da linhagem NG97ht por 3 e 24

horas expostas a normoxia, CoCl, 100uM ou hipdxia e sensibilizadas através de 10ug/mL de

fibronectina em placas de transwell. Nao houve alteragdo das taxas de migracdo quando estas

células foram analisadas apés 3 horas de tratamento, porém apos 24 horas, ha diferencas

estatisticas das taxas de migracdo em células tratadas com cloreto cobaltoso. *** p<(,001
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e 5.5.3 Ensaios de morte celular em hipoxia mimética e em camara de hipoxia

Os ensaios de morte celular em células da linhagem de glioma NG97ht expostas a hipoxia
mimética através de CoCl, 100uM ou em camara de hipoxia ndo revelaram diferencas
significativas entre testes realizados com 24h de exposicdo (Tab. 2 e Fig. 13A) em meio
completo com 13% de soro fetal bovino, porém o aumento da exposicdo para 48h demonstra
maior sensibilidade para a morte em células expostas ao cloreto cobaltoso, tornando-se maior
ap6s 72h de exposi¢do, demonstrando que este agente ¢ capaz de induzir morte nesta
concentragdo apos longas exposicoes. Quanto a exposicao destas células em camara de hipodxia,
ndo foram observadas altera¢des nas taxas de morte mesmo apds 72h de tratamento em meio

completo com 13% de soro fetal bovino.

Tabela 2 — Porcentagem de células hipodipldides da linhagem NG97ht expostas a normoxia,
CoCl, 100uM ou hipdxia em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal bovino por 24,

48 e 72 horas. *** p<0,001

% células hipodiploides

13% soro fetal bovino

Tempo (h) Norméxia CoCl, 100pM Hipoéxia
24 0,86 0,92 1,31
48 1,32 3,07%** 2,01
72 1,35 5,51%%* 1,53

1% soro fetal bovino

24 2,24 3,85 2,69
48 4,3 15,08%%* 30,323
72 9,93 46,047 % 48,84 %
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Em relacdo aos tratamentos com privacdo de soro fetal bovino (1%), ndo foram
observadas alteragdes nas taxas de morte celular apos 24h de exposicao (Fig. 13B e Tab. 2) aos
trés tratamentos, porém, apos 48h de exposi¢do, hd aumento significativo das taxas de morte
celular em cloreto cobaltoso e em camara de hipdxia, continuando até 72h de exposicao,
apresentando grande niimero de fragmentos de células e corpos apoptoéticos.

Estas condi¢des de privagdo de soro fetal bovino foram acompanhadas de alteragdes
fenotipicas nos trés tratamentos realizados, como alongamento de células fusiformes e

espraiamento de células dendriticas (dados ndo mostrados).
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Figura 13 — Anadlise das taxas de morte celular pela incorporacdo de iodeto de propideo em
células da linhagem NG97ht expostas a normoxia, CoCl, 100uM e em cadmara de hipdxia em
meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal bovino. (A) Ensaios realizados com 24h de
exposicdo ndo demonstraram alteracdes nas taxas de morte celular nestes trés tratamentos, porém
o aumento da exposicdo para 48h demonstra maior susceptibilidade para a morte em células
expostas ao cloreto cobaltoso, tornando-se maior apos 72h de exposicdo. (B) Ensaios realizados
com 24h de exposicdo ndo demonstraram alteracdes nas taxas de morte celular nestes trés
tratamentos, porém, apds 48h de exposi¢do, ha aumento significativo das taxas de morte celular

em cloreto cobaltoso e em camara de hipdxia, continuando até 72h de exposic¢ao. *** p<0,001.
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e 5.5.4 A galectina-3 atua como fator de protegcdo contra a morte em priva¢do de oxigénio

e nutrientes
A andlise das taxas de morte de células da linhagem NG97ht apés os tratamentos em
normodxia, CoCl, 100uM e hipéxia em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal
bovino em presenca de siRNA controle ou siRNA anti galectina-3 ndo demonstrou diferencas
estatisticas entre os diversos tratamentos em normoxia, CoCl, 100uM, e hipoxia em 13% de SFB

com a utilizagdo de siRNA controle e siRNA anti galectina-3 (Tab. 3 e Fig. 14A).

Tabela 3 — Porcentagem de células hipodipldides da linhagem NG97ht expostas & normoxia,
CoCl, 100uM ou hipoxia em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal bovino e

tratadas com siRNA controle ou siRNA anti gal-3 por 48h. *** p<0,001

% cé€lulas hipodiploides

siRNA controle siRNA anti gal-3
13% soro fetal bovino

Normoxia 3,15 2,75
CoCl; 100pM 5,89 4,71
Hipoéxia 2,74 2,81

1% soro fetal bovino

Norméxia 6,8 9.26
CoCl, 100pM 14,72 32, 7%
Hipoxia 14,03 24,94%%%

Porém, quando estas células foram expostas a estas mesmas condigdes € em privagao de
soro fetal bovino (1%), houve aumento de morte em todas as situagdes, sendo esta mais alta

quando estas células foram tratadas com siRNA anti galectina-3 do que com o siRNA controle
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(Fig. 14B e Tab. 3). Estes dados indicam que a diminui¢do da expressao de galectina-3 nestas
células da linhagem NG97ht em hipoxia e privacao de nutrientes aumentam sua susceptibilidade
a morte.

A andlise da expressao protéica por western blots demonstra a diminui¢ao da expressao de
galectina-3 quando estas células da linhagem NG97ht foram expostas ao siRNA anti galectina-3
(Fig.15). Em normoxia, houve diminuicdo de 55% e 48% em alta concentragdo e baixa
concentragdo de soro fetal bovino, respectivamente, ¢ em CoCl, 100uM, diminuicdo de 24% e

47%, respectivamente, € em hipoxia, diminui¢do de 56% e 46%, respectivamente.
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Figura 14 — Avaliagdo da morte celular através da incorporagdo de iodeto de propideo em células
da linhagem NG97ht expostas a normoxia, CoCl, 100uM ou hipodxia, em meio completo (13%)
ou privado (1%) de soro fetal bovino e tratadas com siRNA anti galectina-3 ou siRNA controle.
(A) Nao ha alteragdes nas taxas de morte celular nos tratamentos com siRNA anti galectina-3 ou

siRNA controle em células com meio completo com 13% de soro fetal bovino. (B) Aumento das
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taxas de morte celular nos tratamentos com siRNA anti galectina-3 em comparag¢ao com células
tratadas com siRNA controle em células expostas ao CoCl, 100uM ou em camara de hipdéxia em

meio privado (1%) de soro fetal bovino. *** p<0,001.

Norméxia CoCl, 100uM Hipéxia
A A A

13 1 13 1 13 1 13 1 13 1 13 1 %SFB
Galectina-3

B-actina NR— -

Diminuigdo

relativa de 1 1 045 0,52 1 1 0,76 0,53 1 1 0,44 0,54

galectina-3 H_J H_} H_} H_} H_} H_J
siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA
controle anti-gal3 controle anti-gal3 controle anti-gal3

Figura 15 — Western blot para galectina-3 e B-actina em células da linhagem NG97ht expostas a
normoxia, CoCl, 100uM ou hipdxia, em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal
bovino e expostas a siRNA controle ou siRNA anti galectina-3. Diminui¢do da expressdo de
galectina-3 em todos os tratamentos com siRNA anti galectina-3, demonstrando o knockdown

desta proteina. Controle de adi¢do de massa através de B-actina.
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e 5.5.5 Redugdo da expressdo de galectina-3 induz aumento de células em fase GO/GI e
diminui¢do de células em fase S/G2/M

Além da andlise das taxas de morte celular apds os tratamentos em normoxia, CoCl,

100uM e hipéxia em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal bovino em presenca de

siRNA controle ou siRNA anti galectina-3, foram realizadas anélises de ciclo celular avaliando

possiveis alteragoes devido a reducdo da expressdo de galectina-3 em células da linhagem

NG97ht..
Houve aumento de células em fase GO/G1 e diminuicao de células em fase S/G2/M em

todos os tratamentos com siRNA anti gal-3, tanto em meio completo quanto privado de soro fetal

bovino (Fig. 16).
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Figura 16 — Demonstracdo do aumento de células em fase GO/G1 e diminui¢do em S/G2/M em
células da linhagem NG97ht tratadas com siRNA anti galectina-3 por 48 horas e expostas a
normodxia, CoCl, 100uM ou hipdéxia em meio completo (13%) ou privado (1%) de soro fetal
bovino em comparacdo com células tratadas com siRNA controle. (A, C, E) Histogramas
demonstrando as fases de ciclo celular através da incorporagdo de iodeto de propideo. (B, D, F)
Aumento de células em GO/G1 tratadas com siRNA anti gal-3 em comparagdo com células
tratadas com siRNA controle, tanto em 13% quanto 1% de soro fetal bovino. * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001.
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e 5.5.6 Diminui¢do do acido sialico de liga¢do a2-6 a residuos de galactose e aumento da
exposicdo de galactose-f(1-4)-N-acetilglucosamina em privagcdo de nutrientes

Os experimentos realizados em normoxia, CoCl, 100uM e em camara de hipoxia com
varia¢do da concentragdo de soro fetal bovino (13%, 1% e 0%) revelaram altera¢des nos padrdes
de exposicdo de acido sidlico e galactose-B(1-4)-N-acetilglucosamina in vitro nesta linhagem de
glioma NG97ht.

A figura 17A demonstra que ha diminuicao da adi¢ao de residuos de acido sidlico de
ligacdo a2-6 em normoxia, cloreto cobaltoso € em hipdxia quando ha diminuicao da concentragao
de soro fetal bovino (1% e 0%). Estes residuos de acido sidlico localizam-se em regides
terminais de cadeias de carboidratos, ligando-se a residuos de galactose.

A diminuicdo de residuos de acido sidlico ¢ acompanhada também pelo aumento da
exposicao de residuos de galactose-f(1-4)-N-acetilglucosamina (Fig. 17B) com massa molecular

de cerca de 110kDa (seta).
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Figura 17 — Anaélise da producao protéica por western blot de extratos de células da linhagem de
glioma NG97ht expostas a normoxia, CoCl, 100uM e em camara de hipoxia e diferentes
concentragdes de meio enriquecido com soro fetal bovino (13, 1 e 0%). (A) Diminui¢do da
expressdo de acido sidlico de ligacdo a2-6 a residuos de galactose e N-acetil-galactosamina em
células em menor concentragdo de soro fetal bovino (1 e 0%), tanto em normoxia, cloreto
cobaltoso e hipoxia. (B) Aumento da exposicdo de residuos de galactose-f(1-4)-N-
acetilglucosamina de alto peso molecular (seta preta, faixa de 110kDa) em células em menor
concentragdo de soro fetal bovino (1 e 0%), tanto em normoxia, cloreto cobaltoso e hipoxia. (C)
Controle da adi¢ao de proteinas demonstrando que apesar da menor producdo protéica em 1% e

0% de soro fetal bovino, hd aumento da exposi¢do de residuos de carboidratos.
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o 5.5.7 A galectina-3 extracelular ndo atua na indugdo da morte
Devido a correlagdo de diminui¢do da adi¢do de residuos de acido sialico e deprivacao de
soro fetal bovino, testes foram realizados a fim de se avaliar o envolvimento da galectina-3
extracelular na indugdo da morte.
Nao houve diferengas estatisticamente significantes nas taxas de morte celular em
tratamentos com células da linhagem NG97ht em normoxia em privagdo de soro fetal bovino
(1%) e na presenga de lactose 10mM, 20mM, ligante de galectina-3 de baixa afinidade, e

sacarose 20mM, utilizado como controle na adi¢do de agticares (Tab. 5 e Fig. 18).

Tabela 4 — Porcentagem de células hipodipldides da linhagem NG97ht expostas & normoxia,
CoCl, 100uM ou hipdxia em privagdo (1%) de soro fetal bovino e tratadas com lactose 10 e

20mM e sacarose 20mM. ** p<0,01

% cé€lulas hipodiploides

Controle Lactose Lactose Sacarose
10mM 20mM 20mM
Normoéxia 0,91 2,32 1,08 0,93
CoCl; 100pM 8,5 7,9 9,67 11,95%*
Hipoxia 8,22 8,37 9,68 11,57**

Houve diminuicdo estatisticamente relevante da morte celular nos tratamentos em CoCl,
100uM e hipdxia com adicdo de sacarose 20mM (p<0,01) em comparagdo com células que ndo

foram expostas a carboidratos.
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Figura 18 — Avaliacdo da morte celular pela incorporagao de iodeto de propideo em células da
linhagem NG97ht expostas a normoxia, CoCl, 100uM e em camara de hipoxia em meio privado
de soro fetal bovino (1%) e tratadas com lactose 10mM, 20mM e sacarose 20mM. Células em
normodxia ndo apresentaram diferencas estatisticas, porém em cloreto cobaltoso e hipdxia, houve
aumento significativo da morte em células tratadas com sacarose 20mM em compara¢do com o

controle. ** p<0,01.
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6. Discussao

O microambiente tumoral ¢ altamente complexo, onde hé a participacdo de uma intrincada
rede de moléculas que participam de diversos processos que levam a evasao da morte celular,
auto-suficiéncia de sinais de crescimento, falta de sensibilidade a sinais anti-proliferativos,
invasdo tecidual e metastase, potencial replicativo ilimitado e angiogénese (HANAHAN et al.
2000). Entre estas moléculas estd a galectina-3, que parece modular muitas destas caracteristicas
tumorais, demonstrando um papel chave no desenvolvimento de neoplasias.

Apesar de ser uma molécula bem estudada, seus mecanismos de acdo e de expressao ainda
ndo estdo totalmente elucidados, de modo que o objetivo deste projeto visou entender melhor a
galectina-3 utilizando como ferramenta uma linhagem de glioma hibrido, NG97ht, tanto in vitro

Como in vivo.

6.1 A galectina-3 é produzida por diversas passagens na linhagem NG97ht e possui distribuicdo

citoplasmatica e nuclear

A avaliagdo da produgdo de galectina-3 em células da linhagem NG97ht in vitro
demonstrou que estas células ndo somente expressam esta proteina in vivo em areas de
pseudopalicada, mas também in vitro ao longo de suas passagens.

In vitro, € vista a expressdao de galectina-3 em diversas linhagens, como a linhagem de
cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231, cancer de colon HCT-116 ¢ HT-29, e também em
linhagens de glioma, como a T98G (SATELLI et al. 2008; SATISHA et al. 2007), sendo pouco
detectavel em células normais, indicando uma possivel indicagdo da galectina-3 como
biomarcador especifico de cancer.

Porém, ¢ visto que em outros tipos neoplédsicos a expressdo de galectina-3 é variavel.

Dumic e colaboradores (2008) citam um grande numero de publicagdes descrevendo a expressao
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de galectina-3 em neoplasias, porém estes dados sdo muitas vezes inconsistentes,
impossibilitando uma conclusao sobre o papel da galectina-3 no surgimento de tumores devido
aos diversos métodos de avaliagdo e a heterogeneidade entre os diferentes tipos de cancer.
Entretanto, ¢ notdvel que em comum a estas neoplasias esta a proliferagcdo descontrolada,
disturbios de adesdo e resisténcia a apoptose, ¢ a galectina-3 pode estar envolvida com estes
diversos fatores.

Quanto aos dados de imunofluorescéncia demonstrando sua  expressdo
predominantemente citoplasmatica, também ndo é possivel descrever sua fungao somente a partir
de sua localizacdo celular, embora haja indicios de maiores atividades pro-tumorais pela
galectina-3 citoplasmatica. Em relagdo a marcagdo para galectina-3 em focos de projecdes
celulares de células dendriticas gigantes, ¢ possivel que haja relacdo com a adesdo celular.
Machado e colaboradores (2008) descrevem a positividade para integrinas em extensoes
citoplasmaticas do tipo lamelipodia e filopodia. Deste modo, hd a possibilidade de interacdes
com moléculas de galectina-3 nestes pontos, levando a modulagdo da adesdo destas células ao

substrato.

6.2 A producdo de galectina-3 através do genoma murino

O fenomeno da fusdo celular é um processo que pode ocorrer de forma artificial, como na
produgdo de hibridomas para a produgdo de anticorpos monoclonais (JONES et al. 2009), ou de
forma natural, como o caso desta linhagem de glioma hibrido, NG97ht. Em decorréncia deste
processo, ha a exclusdo aleatéria de material genético de ambas as células originalmente
envolvidas, havendo sobrevivéncia da célula mais apta, e levando conseqiientemente a expressao

de diferentes genes (WANG er al. 1979).
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Os primeiros testes envolvendo ensaios de analise protéica demonstraram alteragdes no
padrao de peso molecular da galectina-3 produzida por esta linhagem quando comparada com
linhagens murinas (Melan-a) e humanas (MDA-MB-231) que expressam esta proteina (dados nao
mostrados).

Foi demonstrado por Davidson e colaboradores (2002) que a massa molecular aparente da
galectina-3 produzida por células da linhagem de fibroblastos 3T3 murina ¢ maior do que de
células humanas de carcinoma de colo uterino, HeLa, e fibroblastos LG-1. Desta forma, estes
dados apontavam para producdo de galectina-3 a partir do genoma murino em células da
linhagem NG97ht, porém tais alteracdes de massa podem ser devido a modificagdes pos-
traducionais, como a adi¢ao de grupos fosfato, por exemplo.

Somente a partir de andlises da expressdo do RNAm destas células foi possivel
demonstrar a expressdo de galectina-3 a partir do genoma murino nas células da linhagem
NG97ht.

Este fato demonstra que apesar de ter se tornado um hibrido, ha a caracterizagdo desta
linhagem como glioblastoma multiforme através de suas analises histoldgicas, demonstrado por
suas altas taxas de mitose e presenca de areas de pseudopalicada, fatores derivados de seu
fenotipo humano. Entretanto, a presenga de galectina-3, expressa em padrao habitual nas areas de
pseudopalicada ¢ proveniente do genoma murino, caracterizando a copia fenotipica (fenocopia),

onde ha a imitagdo do padrdo de produgdo de galectina-3 do tumor humano original.

6.3 Os ligantes de galectina-3 in vitro apresentam-se no citoplasma/membrana e concentrados no

Complexo de Golgi e in vivo em areas de pseudopalicada

Os resultados sobre a expressio de ligantes de galectina-3 na linhagem NG97ht

demonstraram padrdo de expressdo predominantemente citoplasmatico e na membrana celular,
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com presenga de hot spots perinucleares que evidenciam o Complexo de Golgi destas células.
Estes dados demonstram o padrao de producao de ligantes nestas células, onde ha transcricdo
génica e traducdo destes compostos que sao sinalizados para entrada no reticulo endoplasmatico
rugoso, seguido de alteracdes pos traducionais no Complexo de Golgi, como adi¢des de residuos
de galactose, por exemplo (VARKI ez al. 2008). Além disso, estes resultados acompanham dados
da literatura, onde ndo ha descri¢cdo de ligantes de galectina-3 com residuos de carboidratos
dentro do nucleo das células.

Outro fato destacado por estes resultados ¢ a diferenga nas vias de secre¢do de galectina-3
e seus ligantes. E descrito que apesar da galectina-3 estar presente no nucleo e no citoplasma, ele
ndo possui um peptidio sinal para inser¢do no reticulo endoplasmatico (COOPER &
BARONDES, 1999), de forma que sua secre¢do participa de uma via alternativa pouco
conhecida.

Estudos recentes demonstram que proteinas ja conhecidas, porém com habilidades nao
relacionadas a mecanismos de secrecdo, estdo relacionadas com esta via alternativa, como a
caspase-1, além de outras moléculas, como a Proteina Periférica do Golgi (GRASP) (NICKEL et
al. 2009). Este mecanismo alternativo pode ter evoluido de forma a compartimentalizar a
galectina-3 e seus ligantes, evitando seu encontro prematuro dentro da célula, o que poderia
causar agregacdo ¢ mau enovelamento de proteinas, além de induzir sinais autdcrinos pela
ligacdo com receptores.

Além da analise de ligantes in vitro, os ensaios realizados para detec¢do de ligantes de
galectina-3 em cortes histologicos de tumores provenientes da inoculacdo das células da
linhagem NG97ht em camundongos atimicos demonstraram ligantes de galectina-3
principalmente em grupos celulares constituintes da camada de pseudopali¢ada, tanto na matriz

extracelular quanto no citoplasma destas células, provavelmente tanto tumorais quanto de células
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infiltradas, além de células endoteliais, porém as conseqiiéncias desta expressao ainda nao estao

bem definidas e mais estudos sdo necessarios para o entendimento de suas fungdes.

6.4 O controle da expressdo de galectina-3 nos tumores derivados da linhagem NG97ht ndo é

realizado pela sua metilacdo do promotor

\

Os dados referentes a metilagdo do promotor de galectina-3 in vitro ¢ em areas de
pseudopalicada in vivo, positivas para galectina-3, e em areas tumorais adjacentes que nao
expressam esta proteina, revelaram que o controle de expressao nao € realizado pela metilagao de
seu promotor.

Dados da literatura sdo escassos sobre a modulagdo da producao de galectina-3, sendo os
estudos sobre a metilagdo de seu promotor os mais estudados (RUEBEL et al. 2005, AHMED et
al. 2007, TEIXEIRA et al. 2006), porém estes resultados ndo foram confirmados por estes
experimentos.

Devido a complexidade de agdes da galectina-3 e seus possiveis sitios de ligacdo com
fatores de transcri¢do (KADROFSKE et al. 1998), mais estudos sdo necessarios para o completo
entendimento dos mecanismos de regulacdo desta proteina, além de suas possiveis fungdes nos
diferentes tipos tumorais.

O padrio de expressdo de galectina-3 nesta linhagem NG97ht e em seus tumores
derivados de sua inoculagdo em camundongos nude ¢ um fato intrigante. In vitro, a galectina-3 ¢é
expressa largamente em todas as células, embora suas fun¢des ndo sejam bem definidas, porém,
in vivo ha regulacdo negativa de sua expressdo. Estes dados podem indicar que (i) quando estas
células sdo expostas ao microambiente in vivo, hd perda de sinais indutores da expressao de

galectina-3, levando a diminui¢do da expressdo desta proteina, ou (ii) que a galectina-3 possa ter
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acdo deletéria para estas células no ambiente in vivo, e para o crescimento tumoral, esta proteina
tem que ser regulada negativamente.

Em ambientes limites, como areas necréticas, ¢ possivel que a hipoxia/deplecdo de
nutrientes levem a expressao de novo de galectina-3. Caso a hipotese de que a galectina-3 in vivo
tenha acdes deletérias, nestes ambientes necroticos talvez haja uma compensagdo de propriedades

positivas sobre as propriedades negativas da galectina-3.

6.5 Ensaios em hipdxia mimética em CoCl, 100uM e em camara de hipdxia

e 0.5.1 Aumento da expressdo de galectina-3 em CoCl, e em cadmara de hipoxia

Os dados apresentados demonstram o aumento da producdo do RNAm de galectina-3 em
células da linhagem de glioma NG97ht frente a hipdxia mimética e em camara de hipoxia em
meio completo com 13% de SFB apds 24 horas de exposi¢do a estes dois ambientes. O aumento
da transcricdo de galectina-3 frente a hipdxia ndo ¢ um fato inédito na literatura, onde sdo
descritos dois estudos envolvendo genes diferencialmente expressos em normoxia e hipdxia.

Greijer e colaboradores (2005) descrevem uma compilacdo de genes afetados pela
inducdo da hipdxia e genes afetados, direta ou indiretamente, por HIF-1a em uma linhagem de
fibroblastos 3T3 expostos a 1% de oxigénio. E demonstrado que a maior parte dos genes
regulados positivamente, 89%, ¢ influenciada por HIF, quando comparado com células knockout
para HIF-1a, entre eles, galectina-3, e foi visto que 0 RNAm desta proteina tem um aumento de
2,3 vezes em relagdao a normoxia.

Em outros estudos, Olbryt e colaboradores (2006) descrevem também a agdo da hipoxia,
porém em células de melanoma murino B16(F10), além de comparar as agdes da hipoxia, 1% de

oxigénio, com a hipoxia mimética em cloreto cobaltoso. Foram demonstrados diversos genes
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regulados positivamente e negativamente nestes dois tratamentos, incluindo no primeiro grupo o
gene da galectina-3, com um aumento de 19,41 vezes em hipoxia em comparagdo a normoxia.

Apesar de estes estudos criarem condigdes de hipoxia in vitro, nao houve mimetizacao
completa do microambiente tumoral, haja vista que as condigdes de oferta de nutrientes
continuaram altas, com exposicdo de 15% a 10% de SFB para Greijer (2005) e Olbryt (2006) e
colaboradores, respectivamente. Deste modo, ndo hd mimetizagdo do microambiente tumoral
necrotico, onde as células sdo expostas a baixas concentragdes de oxigénio e nutrientes.

Os resultados apresentados neste trabalho apontam que a privagdo de soro fetal bovino
pode vir a atuar como um fator importante na inducio da galectina-3. E visto que a privagio de
nutrientes pode ser um indutor de estresse celular e metabdlico (CHEN er al. 2009), e como a
galectina-3 ¢ uma proteina relacionada a protecdo contra estresse celular, ele pode ter peso
importante na indugdo de galectina-3.

Estes ensaios realizados com a linhagem NG97ht demonstram que em hipoxia e grande
disposi¢do de nutrientes, hd aumento tardio de galectina-3 ao fim de 24 horas de exposic¢do,
porém com menor oferta de nutrientes, aparentemente a inducdo de galectina-3 ¢ mais precoce,
demonstrando aumentos a partir de 3 e 6 horas de exposicdo, ainda que ndo sejam

estatisticamente significativos.

e 0.5.2 Ensaios de migracdo celular em camara de transwell demonstram aumento de
migragdo frente a exposi¢cdo ao cloreto cobaltoso

As taxas de migracdo celular demonstraram que quando estas células sdo sensibilizadas

por fibronectina em cadmaras de transwell e tratadas em hipoxia mimética em CoCl, 100uM, ha

tendéncia de aumento das taxas de migra¢do apos 3h de exposi¢do, porém sem diferengas
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estatisticas. Mas apds 24h de exposi¢do ao cloreto cobaltoso, ha diferencas significativas tanto
quando comparadas com células em normoxia ou em camara de hipoxia, além de demonstrar uma
tendéncia de diminui¢do da migracao de células em hipoxia nos experimentos realizados.

A partir da analise destes ensaios de migracdo e producdo de RNA mensageiro de
galectina-3, ¢ possivel correlacionar uma maior produgdo de galectina-3 com o aumento dos
niveis de migracdo celular em transwell em células tratadas por CoCl, 100uM, porém este
aumento da producdo ndo ¢ acompanhado por maiores taxas de migragdo em células em camara
de hipoxia.

E possivel que apesar do tratamento com CoCl, 100uM ndo induzir morte, ele pode
causar niveis de estresse celulares capazes de induzir a migracdo. Em rela¢do ao tratamento em
camara de hipdxia, € possivel que ndo ocorra estresse celular devido a falta de oxigénio, visto que
nao ha diferencas nas taxas de morte celular em hipdxia apds 24h de exposicdo em condigdes de
privagdo de soro fetal bovino. Estes dados demonstram que estas células estdo bem adaptadas e
esta condicdo acaba ndo se tornando um estimulo migratorio, ao menos no tempo analisado de 24
horas.

A qualidade da estimulacdo proveniente da sensibiliza¢do por fibronectina também pode
ser um fator atenuante para a migragdo em camara de hipoxia. E visto que o microambiente
tumoral em que sdo desenvolvidas as células da camada de pseudopaligada ¢ muito mais
complexo. A hipdxia e a fibronectina sdo apenas dois elementos de uma variada gama existente
neste ambiente e outros estudos envolvendo o ambiente de hipdxia, concomitantemente com
indutores de estresse e morte celular, podem demonstrar diferentes taxas de migragao.

De modo geral, dados da literatura indicam maiores taxas de migracao celular quando ha

exposicao a hipdxia, além da importincia do HIF na modulacdo destas caracteristicas (BRAT et
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al. 2004; FUJIWARA et al. 2007), porém nossos dados ndo puderam corroborar com estes

relatos.

o 6.5.3 Células da linhagem NG97ht sdo resistentes a morte frente a hipoxia, porém
apresentam altas taxas de morte celular em hipoxia e privacdo de nutrientes

Os dados referentes as taxas de morte celular em normoxia, CoCl, 100uM e em hipdxia
em meio completo com 13% de SFB por até 72 horas demonstram que estas células da linhagem
NG97ht sdo resistentes a morte induzida pela privagdo de oxigénio, provavelmente devido a altas
taxas de glicolise anaerdbia.

Estudos da década de 1920 realizados por Otto Warburg relataram que tumores, mesmo
em normoxia, possuem altas taxas de glicolise (WARBURG 1956), fendmeno descrito até hoje
em diferentes tipos tumorais, sendo denominado de Efeito Warburg ou simplesmente de glicolise
aerobia. Neste tipo de comportamento celular, tumores produzem energia a partir da quebra da
glicose, transformando-a em piruvato e posteriormente, através da enzima lactato desidrogenase,
em lactato, produzindo 2 moléculas de ATP. Porém este processo ¢ muito menos eficiente do que
a fosforilacao oxidativa, a qual, no fim de sua reagdo, produz 36 moléculas de ATP (ALBERTS
et al. 2002).

Este fendomeno ¢ amplamente estudado, e diversas teorias tentam explicar porque uma
célula tumoral ativa vias metabolicas ineficientes para producdo de energia, enquanto poderia
produzir uma quantidade maior se utilizasse o oxigénio disponivel em seu microambiente.

Gatenby & Gillies (2004) descrevem este fendmeno como uma adaptagdo a variacdes da
disponibilidade de oxigénio dentro do tumor, que poderiam levar a estabilizagdo de HIF-1a e um

estado permanente de glicdlise aerobia. Este estado induziria um microambiente acido, levando a
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adaptacdes das células tumorais para um fenotipo resistente a acidose, favorecendo o crescimento
celular. Além disso, a criacdo de um ambiente acido no estroma induziria morte de células
normais, possibilitando a migracao e invasao destas células neoplasicas.

Quanto aos ensaios de morte celular com privagdo de soro fetal bovino em normoxia,
cloreto cobaltoso e hipoxia por 24, 48 e 72 horas, demonstrou-se incremento das taxas de morte
celular em comparagdo com a exposicao a normoxia apos 48 e 72h, tanto em cloreto cobaltoso e
hipdoxia. Steinbach e colaboradores (2003) descrevem estudos realizados com linhagens de
glioma LN-229, US7MG e LN-18, analisando vias de indu¢do de morte e alteragdes fenotipicas
frente a exposi¢do a hipoxia concomitante a privacao de glicose. Seus estudos demonstraram que
a hipdxia per si talvez ndo seja capaz de induzir morte celular, porém a privacao de glicose seja
um fator chave na inducdo da morte celular e os dados obtidos por nossos experimentos
corroboram com esta teoria.

Estes mesmos autores sugerem o desacoplamento da via intrinseca de indugdo de morte
celular, onde a liberacdo de citocromo-C da mitocondria ndo induz a clivagem das caspases
devido a deplecdo de ATP, necessaria para funcionamento do complexo apoptossomo. Deste
modo, a privacdo de oxigé€nio e nutrientes ndo leva a apoptose, mas a morte por necrose pela

desregulacao mitocondrial e produgdo de espécies reativas de oxigénio (REED, 1997).

e 6.5.4 Galectina-3 protege as células da linhagem NG97ht da morte frente a privacdo de
oxigénio e nutrientes in vitro, indicando sua possivel fun¢cdo no microambiente de
pseudopalicada
A partir dos resultados revelados pelos testes envolvendo a exposi¢do a normoxia, CoCl,

100uM e hipdxia em meio completo e privado de soro fetal bovino frente ao tratamento com
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siRNA controle e anti-galectina-3, foi possivel demonstrar que a galectina-3 protege estas células
da linhagem NG97ht em hipoxia e privagao de nutrientes.
Estes dados demonstram um dos principais papéis da galectina-3, atuando como fator
antiapoptotico. Porém os mecanismos pelo qual a galectina-3 protege as células da linhagem
NG97ht da morte ainda ndo estdo esclarecidos.
Existem quatro possiveis vias de prote¢ao contra a morte a partir dos possiveis efeitos da
hipoxia e privacao de nutrientes nestas células, sendo trés delas relacionadas as espécies reativas
de oxigénio.
(1) A galectina-3 atuaria como fator de homeostasia da membrana mitocondrial,
mediada por sinexina, impedindo a saida de citocromo-C para o citoplasma
(YU et al. 2002; FUKUMORI et al. 2006), juntamente com outras moléculas
como o Bcl-2 (AKAHANI et al. 1997), evitando a ativacdo da via das caspases
e morte celular.

(i1) A galectina-3 também poderia atuar na protecdo contra espécies reativas de
oxigénio através da ativacdo de genes como a glutationa-S-transferase
(MAZUREK et al. 2005), cofator importante da decomposi¢do enzimatica de
peroxidades intracelulares pela enzima glutationa peroxidase (SCOTT et al
1980).

(ii1) A galectina-3 poderia ligar-se a F(1)F(0)-ATP sintase mitocondrial (KIM et al.
2008), diminuindo a producdo de ATP nestas células e conseqlientemente a
levando a menor producdo de espécies reativas de oxigénio.

(iv) Por ultimo, a galectina-3 poderia agir como alvo direto de espécies reativas de

oxigénio, tamponando o ambiente intracelular, servindo como agente

antioxidante.
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Outros resultados extraidos deste experimento também indicam, apesar de nao ter sido
uma diferencga estatisticamente significante, que a galectina-3 pode proteger as células da morte
em normoéxia em privagdo de soro fetal bovino, onde hd desregulagao mitocondrial e produgao de
espécies reativas de oxigénio.

Foi visto também que apesar de haver aumento de galectina-3 em hipdéxia em meio
completo com soro fetal bovino, ele talvez ndo atue na protecdo contra a morte celular, visto que
as taxas de morte ndo sdo alteradas em comparagdo com a normoxia. No ambiente tumoral, as
vias de recebimento de oxigénio e nutrientes sio realizadas pelos vasos sangiiineos. E possivel
que in vitro a célula identifique a hipdxia como deplecio destes dois fatores, uma vez que a falta
de oxigénio implica em uma diminuicdo de nutrientes dentro do tumor, e acabe induzindo a
producao de galectina-3.

Estes dados analisados conjuntamente com dados relativos a expressdo de galectina-3 em
areas de pseudopalicada podem indicar a func¢do desta proteina no microambiente tumoral, uma
vez que ele foi mimetizado in vitro. E visto que devido ao crescimento tumoral exacerbado, hé o
desenvolvimento de regides tumorais deficientes em oxigénio e nutrientes, dando origem a areas
necroticas. Neste ambiente, células comegariam a expressar galectina-3 de novo para protegdo
contra a morte celular, conferindo habilidades adaptativas, ¢ como ¢ postulado por Brat e
colaboradores (2004b), migrariam para fora destas areas, dando origem a camada de
pseudopalicada, a qual € positiva para galectina-3 (NEDER er al. 2004) e comumente presente
em glioblastomas.

Além de participar da prote¢do contra a morte celular, também ¢é possivel que a galectina-
3 atue em ambientes de borda, como areas de pseudopalicada a 150 a 200um de distancia de

vasos sangiiineos, onde ha periodos ciclicos de hipoxia, com indu¢do de glicdlise anaerdbia, e
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posterior utilizagdo do oxigénio acumulado, induzindo a producdo de espécies reativas de

oxigénio (GATENBY et al. 2007).

e 6.5.5 Galectina-3 atua diminuindo células em fase GO/G1 e aumentando células em fase

S/G2/M na linhagem NG97ht

Os dados encontrados nestes experimentos indicam a participacdo da galectina-3 na
indugdo da proliferacdo celular nesta linhagem NG97ht, a partir do aumento de células em fase
S/G2/M, porém os dados da literatura demonstram heterogeneidade de resultados em relagcao a
alteracdes de ciclo celular e progressao tumoral envolvendo a galectina-3, sugerindo que sua agao
depende de cada tipo celular.

Mazurek e colaboradores (2005) demonstraram que uma linhagem de células epiteliais de
mama ndo tumorigénica, BT-549, quando sofreu introdu¢do do gene selvagem de galectina-3,
apresentou tumorigenicidade e potencial metastatico em camundongos nude, com aumento da
porcentagem de células em fase G2/M e diminuicdo de células em GO/GI. Deste modo, a
galectina-3, neste modelo, induziu proliferacao celular. Estes mesmos estudos indicaram que esta
inducdo da proliferacdo celular ocorreu devido a galectina-3 fosforilada, pois a linhagem BT-549
transfectada com uma galectina-3 fosfomutante apresentou taxas diminuidas de mitose, com
parada de ciclo celular em fase GO/GI.

Além destes pesquisadores, Wang e colaboradores (2009) descrevem que em uma
linhagem de cancer de prostata humana, PC3, o knockdown de galectina-3 através da técnica de
RNA de interferéncia aumentou a porcentagem de células em G0/G1, indicando parada de ciclo
celular, demonstrando também que a galectina-3 atue induzindo a progressao tumoral.

Em comparacdo com outros estudos, Ellerhorst e colaboradores (2002) demonstraram

efeitos opostos, onde a transfeccdo do gene de galectina-3 para uma outra linhagem de cancer de
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prostata LNCaP, que ndo produz esta proteina, induziu diminui¢do das taxas de proliferagao
celular in vitro, além de que para o desenvolvimento de tumores em camundongos nude, foi
necessaria a regulagao negativa desta proteina, demonstrando que aparentemente, nestas células,

a expressao de galectina-3 tem efeitos deletérios.

e 06.5.6 A privacdo de soro fetal bovino in vitro leva a diminuicdo da adicdo de residuos de
dcido sidlico, porém sem aumentar a susceptibilidade a morte pela galectina-3
extracelular
A diminui¢do da adicdo de residuos de acido sialico de ligagdo a2-6 a residuos de

galactose nestas células da linhagem NG97ht expostas a baixas concentracdes de soro fetal
bovino pode ser explicada por uma observagao realizada em tecidos tumorais e fetais.

Os éacidos sidlicos sdo estruturas normalmente encontradas em posi¢cdes terminais de
cadeias de oligossacarideos N-ligados (ligagdo covalente a residuos de asparagina), O-ligados
(ligagcdo a grupos hidroxila de aminodcidos serina, treonina, tirosina ou hidroxilisina) ou
glicoesfingolipideos (VARKI et al. 2008). E em mamiferos, o acido sialico normalmente presente
nas células ¢ o acido N-glicolil-neuraminico (Neu-5Gc), com exce¢cdo dos humanos, os quais
tiveram perda da sintese deste componente durante a evolugdo e apresentam o acido N-acetil-
neuraminico (Neu-5Ac) (BRINKMAN-VAN DER LINDEN et al. 2000).

Porém, alguns casos demonstram que o Neu-5Gc pode ser um antigeno onco-fetal em
humanos, além de ser raramente expresso em outros tecidos. Este fato seria explicado pela

incorporagao de Neu-5Gc a partir da ingestdo de carne vermelha, sendo este componente

incorporado por células em altas taxas de divisdo celular.
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Tangvoranuntakul e colaboradores (2003) sugerem que esta captacdo ¢ realizada pela
pinocitose de Neu-5Gc, o qual alcangaria o sistema endossomal/lisossomal e posteriormente
entraria no Complexo de Golgi, sendo alvo de sialiltransferases que catalisariam a sua
transferéncia para glicoconjungados recém sintetizados. Células normais com menores taxas de
divisdo teriam producdo normal de Neu-5Ac, e por competigdo com Neu-5Gc, seriam
incorporados mais rapidamente.

No caso de tumores e possivelmente nesta linhagem NG97ht, a produ¢ao normal de acido
sidlico ndo € capaz de acompanhar as altas taxas mitoticas, levando a diminuig¢do da expressao de
acido sialico por estas células em privacdo de soro fetal bovino. Ao mesmo tempo em que a
ligacdo de residuos de acido sialico diminui, ha maior exposi¢ao de elementos subterminais da
cadeia de carboidratos, como por exemplo, a galactose, evidenciada por nossos resultados.

Embora tenham ocorrido menores taxas de adicdo de acido sialico, ndo foi demonstrado
que ha diferencga na indug¢do da morte quando estas células foram incubadas em normoxia, CoCl,
100uM e em hipoxia em privacdo de soro fetal bovino na presenca de lactose ou sacarose,
apontando para duas hipoteses. (i) A galectina-3 nestas células da linhagem NG97ht ndo ¢
secretada, portanto ndo se liga a receptores de membrana, ou que (ii) a galectina-3 extracelular
ndo ¢ capaz de induzir a via de morte celular, ou pela perda desta via ou protecdo pela propria

galectina-3 intracelular.

e 0.5.7 O cloreto cobaltoso como agente mimetizador da hipoxia
Devido a alguns resultados contraditorios durante os ensaios em hipdxia mimética e em
camara de hipdxia, seria questionavel o uso do cloreto cobaltoso. Olbryt e colaboradores (2006)

descrevem, através de experimento utilizando microarrays, 203 transcritos comuns aos dois
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tratamentos, sendo a expressdo génica de 414 genes exclusivos da hipoxia real, enquanto outros
219 exclusivos da hipoxia mimética em células de melanoma. Entre os grupos de genes induzidos
pela hipoxia real estdo os relacionados com glicolise, migracdo, adesdo e atividade de MAP
quinases, além da galectina-3, o qual possuiu o maior incremento de expressao entre todos os
genes analisados tanto em hipoxia real quanto em hipoxia mimética.

Estas diferengas descritas sobre as expressoes génicas podem explicar as diferentes taxas
de migracao celular, porém seria esperado que em camara de hipoxia houvesse maior migragao,
J& que sua atuacdo em genes de migracao e adesao celular ¢ maior do que quando ha exposicao ao
COCIZ.

Além disso, nossos ensaios apresentados também demonstraram toxicidade celular
dependente de tempo e alteragdes de ciclo celular durante a exposi¢do ao cloreto cobaltoso em
comparagao com células em normoxia.

E possivel que a utilizagdo do cloreto cobaltoso ndo seja um instrumento indicado para a
analise de fatores microambientais como a hipdxia e migracdo celular, e sim um fator para

analise especifica da ativacao de HIF-1a.
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7. Conclusoes

Apesar de a linhagem NG97 ter se tornado um hibrido, a andlise histopatoldgica dos
tumores gerados pelo seu implante em animais imunodeficientes mostra que esta
linhagem guarda as caracteristicas de um glioblastoma. Além disso, demonstrou-se uma
via de integracdo celular entre os dois genomas da linhagem. Estes dados demonstram
uma grande conservagdo evolutiva, visto que o fendtipo maligno é humano e a expressao
de galectina-3 em dreas de pseudopalicada é proveniente do genoma murino (fenémeno

conhecido como fenocdpia);

A anélise dos ligantes in vitro demonstra vias de secrecdo diferenciadas entre a galectina-
3 (via ndo-classica) e seus ligantes (via cldssica), evitando o encontro prematuro da

galectina-3 com seus ligantes dentro da célula;

O controle da expressdo de galectina-3, tanto in vitro quanto in vivo, ndo é realizado pela

metilagdo de seu promotor;

A galectina-3 tem sua expressdo aumentada em situacdo de hipéxia e atua como protetor
contra a morte celular in vitro frente a hipdéxia e privacdo de nutrientes nesta linhagem

NG97ht;

Devido a mimetizacdo de seu ambiente in vivo, podemos concluir que a galectina-3
também atua como fator de resisténcia contra a morte em dreas necrdticas e hipdxicas
dentro do tumor, como as zonas de pseudopalicada comumente presentes em

glioblastomas.
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Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on November 29, 2006.

Campinas, 29 de novembro de 2006.

\ P
e hie - ) Guordih |
Profa. Dra. Ana I\@‘a A.éuara!do Fatima Alonsy

residente Secretaria Executiva

111



	TESE - 01 CAPA e afins.doc
	TESE - 02 RESUMO.doc
	TESE - 03 ÍNDICE.doc
	TESE - 04 LISTA DE ABREVIATURAS.doc
	TESE - 05 INTRODUCAO.doc
	TESE - 06 OBJETIVOS.doc
	TESE - 07 MAT E MET.doc
	TESE - 08 RESULTADOS.doc
	TESE - 09 DISCUSSAO.doc
	TESE - 10 CONCLUSÕES.doc
	TESE - 11 REFERENCIAS.doc
	 
	29. GREIJER, A. E.; VAN DER GROEP, P.; KEMMING, D.; SHVARTS, A.; SEMENZA, G. L.; MEIJER, G. A.; VAN DE WIEL, M. A.; BELIEN, J. A.; VAN DIEST, P. J.; VAN DER WALL, E. Up-regulation of gene expression by hypoxia is mediated predominantly by hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). J Pathol, 3-291:304, 2005. 

	TESE - anexos.doc

