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RESUMO

Zimmermann L. Impacto da hipdxia sobre expresséo, alteracdes poés-
traducionais e funcdes pro-migratorias de Galectina-3 em modelo de
progressdo de melanoma murino. Sdo Paulo; 2009. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O melanoma é um tumor agressivo, com alta taxa de letalidade, tendo sua
maior incidéncia em individuos caucasianos. Em melanoma, assim como em
outros tumores sélidos, regides de hipdxia tém sido associadas ao processo
de metastatizacdo e consequentemente a um mau prognostico. Nesse
trabalho avaliamos alteracbes na expressao e modificagdes pds-traducionais
de galectina-3 em modelo que consiste em uma linhagem normal, melan-a, e
células de melanoma derivadas desta linhagem (Tm1 e variantes
modificadas geneticamente) em condigdes de hipdxia e hipdxia-miméticas.
Nessas condigdes ha um aumento da transcrigdo do gene, acompanhado de
um acumulo de galectina-3 na matriz extracelular e redugdo da mesma no
meio extracelular em melan-a. Em Tm1, a expressao génica de galectina-3 é
perdida por hipermetilacdo de seu promotor. A exposicdo de Tm1 a
ambientes hipdxicos nao foi suficiente para levar a re-expressdo de
galectina-3. Dados preliminares, avaliando-se o acumulo de galectina-3 em
células Tm1 transfectadas com o gene de galectina-3, sugerem que a
presenca do promotor homélogo do gene Igals3 parece necessaria para a
resposta de acumulo de galectina-3 em hipdxia. Resultados de focalizagao
isoelétrica, seguida de separagao por massa molecular aparente, mostraram
enriquecimentos de formas isoelétricas acidas, que foram eliminadas com o
tratamento com fosfatase acida. Observamos ainda que em condicdo de
hipdxia ha um aumento da resposta migratoria das células a laminina-111. A
capacidade migratéria ndo foi inibida por lactose. Assim, em condigbes de
hipoxia a galectina-3 tem sua compartimentalizagao celular alterada, sendo a

fosforilagao sua principal modificagao pés-traducional.



SUMMARY

Zimmermann L. [Effect of hypoxia on the expression, posttranslation
modification and migratory functions of galectin-3 in a murine
melanoma model]. S&do Paulo; 2009. [Dissertacédo de Mestrado-Fundagéo

Antdnio Prudente].

Melanoma is a very aggressive and highly lethal tumor, which predominantly
occurs in the Caucasian population. In melanoma, like other tumors, hypoxia
regions have been associated with metastasis and a poor prognosis. In this
work we studied modifications at expression and posttranslational
modifications of galectin-3 in a melanoma model, which consists in a non
tumorigenic cell line, melan-a, and a melanoma cell line derived from this
very same cell line (Tm1 and its genetically modified variants) under hypoxia
and hypoxia mimetic conditions. Under these conditions, there is an increase
in galectin-3 transcription, followed by an accumulation of galectin-3
deposited in the extracellular matrix and a reciprocal reduction in soluble
galectin-3 present in the conditioned medium of melan-a. Tm1 expresses no
galectin-3 due to hypermethylation of Igals3 promoter. The hypoxic
environment was not able to induce de novo expression of galectin-3 in Tm1
cells. Preliminary data on the level of galectin-3 in Tm1 cells expressing
heterologous galectin-3 suggest that the presence of the natural promoter is
necessary to observe the increase of the galectin-3 under hypoxic conditions.
2D-SDS-PAGE shows an increase in acidic forms of galectin-3, which were
sensitive to acidic phosphatase treatment. Under hypoxic conditions, there
was a higher haptotatic response of melan-a cells to laminin-111. This
migratory response was not inhibitde by lactose. Thus, under hypoxic
conditions, (1) galectin-3 has its cellular compartmentalization modified and

(2) phosphorylation was its major posttranslation modification.
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INTRODUGAO 1

1  INTRODUCAO

1.1 MELANOMA

O melanoma é um tipo de cancer de pele que tem sua origem a partir
de melandcitos, células residentes na camada basal da epiderme, na regido
bulbar dos foliculos pilosos, na coroide e em leptomeninges (CHAMMAS
2004).

O melanoma é a neoplasia mais fatal dentre os diferentes tipos de
cancer de pele, apesar de sua baixa incidéncia (cerca de 4% de todos os
tipos de cancer, excluindo os canceres de pele n&o-melanoma). Essa
neoplasia é considerada o tipo de cancer de pele mais grave devido a sua
alta possibilidade de metastase (TUCKER e GOLDSTEIN 2003; HALL et al.
2003), além de apresentar uma alta mortalidade, associada principalmente a
diagnosticos tardios. Sua incidéncia tem aumentado nos 20 ultimos anos, o
aumento de sua taxa de incidéncia s6 € menor que o aumento verificado
para canceres de pulmdo em mulheres. Melanomas sdo mais frequentes em
individuos caucasianos do que em individuos da raga negra, e relacionam-se
& maior exposicdo a luz solar. E provavel que essas diferengas estejam
associadas a sensibilidade da pele a exposicdao a UVA e UVB, sendo este
ultimo mais diretamente associado a transformagao dos melanécitos (BONI
et al. 2002; RAGER et al. 2005). Ainda, quando diagnosticados tardiamente,

os melanomas tendem a ser refratarios a tratamentos quimioterapicos. Esse
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quadro tem estimulado a busca por novos marcadores da progressao
tumoral que possam auxiliar na compreensdo dos mecanismos da
progressao, o melhor entendimento dos mecanismos que levam ao aumento
da agressividade deste tumor, bem como auxiliar no diagndstico precoce da
doenca.

CLARK et al. (1984) propuseram um modelo de classificagéo para as
diferentes lesdes presentes na progressao tumoral em melanoma, baseado
em mudancgas histolégicas e anatdmicas ocorridas durante a transformagéao
dos melanécitos. De acordo com esse modelo podemos subdividir a
progressao em cinco estagios:

(1) nevos comuns, séo lesdes melanociticas que tém sua origem a
partir da proliferagdo de melandcitos. Em geral essas células apresentam
tempo finito de vida.

(2) nevos atipicos ou displasicos, sao lesdes que podem ter sua
origem a partir de nevos comuns ou mais provavelmente surgirem como
uma nova lesdo, e se caracterizam por uma proliferacdo aberrante de
melanécitos, promovendo lesbes assimétricas, com bordas irregulares e
progressivo aumento de tamanho e coloracéo.

(3) melanoma de crescimento radial, caracterizado pela presenca
de melandcitos transformados, com alta capacidade proliferativa na
epiderme e com capacidade de invadir a derme; podem surgir como uma
lesdo nova ou a partir de uma lesao pré- existente.

(4) melanoma de crescimento vertical, caracteriza-se por

apresentar capacidade proliferativa em camadas distintas de sua origem,
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como a derme. Podem atingir vasos sanguineos e linfaticos, através dos
quais podem disseminar para outros 6rgaos, onde proliferam e se
estabelecem como foco metastatico, caracterizando assim um novo
estagio,o0 melanoma metastatico (5).

O surgimento de tumores esta diretamente relacionado ao acumulo
de alteragdes moleculares sofridas por células normais. Uma vez alteradas,
essas ceélulas sdo denominadas transformadas. HANAHAN e WEINBERG
(2000) sugeriram seis capacidades adquiridas pelas células transformadas,
que sao importantes para o estabelecimento e sobrevivéncia do tumor:
capacidade celular de evasao a apoptose, auto-suficiéncia em sinalizacao
para crescimento celular, insensibilidade a sinalizagado para parada de ciclo
celular, potencial replicativo ilimitado, estimulo a angiogénese e capacidade
para invasao de outros tecidos (metastase). A aquisicdo dessas capacidades
estd condicionada a disfungdo de moléculas ligadas ao controle do ciclo
celular (proliferacdo, crescimento e morte celular), reparo de DNA e
comunicacado célula-célula e célula-matriz. Os melandcitos apresentam
diferentes alteracbes moleculares que permitem sua transformacdo em
células malignas e consequente sucesso no estabelecimento do melanoma.

Os melandcitos tém seu controle de proliferacdo determinado por
interagcdes com queratinécitos, na camada basal da epiderme. Uma forma de
interacdo ocorre através da molécula de adesdo celular E-caderina; a
interacédo celular leva ao controle de proliferagéo via o recrutamento de B-
catenina para os sitios das jungdes aderentes, diminuindo assim a

disponibilidade de [I-catenina no citoplasma (BARTH et al. 1997; JOHNSON
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1999). As moléculas de B-catenina, quando livres no citoplasma, migram
para o nucleo e se ligam a fatores de transcricdo que irdo estimular a
proliferagdo celular. Ao longo da progressao tumoral de melanoma a
expresséo de E-caderina esta diminuida, afetando assim o controle sobre o
ciclo celular, permitindo uma desregulada sinalizagdo de proliferagao
(JOHNSON 1999).

Em estagios iniciais do desenvolvimento de melanoma, outra
importante via de controle de proliferacdo e crescimento celular que esta
alterada é a via RAS — RAF (fig. 1). A molécula de RAS ¢é central para
sinalizagao iniciada pela interacdo de fatores de crescimento e seus
receptores. A via RAS — RAF tem como produto final a ativagao de fatores
de transcricdo envolvidos na ativacédo da proliferagdo e crescimento celular.
Foi observado ja em nevos comuns uma ativacdo anormal dessa via,
independente da acdo de fatores de crescimento, por mutagcdes somaticas

em B-RAF (ALBINO et al. 1989).
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Figura 1 - Esquema de vias importantes no controle da proliferagdo e
crescimento celular, que aparecem alteradas em melanoma.

A molécula RAS, quando ligada a GTP encontra-se ativa e por sua vez recruta e ativa RAF,
que por sua vez ativa e fosforila a proteina MEK e que ira fosforilar e ativar a proteina ERK.
Uma vez ativa, ERK é translocada para o nucleo, onde ira fosforilar e ativar fatores de
transcri¢gdo responsaveis pela proliferagdo e crescimento celular. Em melanoma temos uma
ativagdo anormal dessa via, independente de sinalizagdo de fatores de crescimento. A
proteina RAS pode interagir ainda com PI3K, ativando essa via. Uma vez ativa, PI3K
converte o lipidio de membrana PIP, em PIP3, que por sua vez ira ativar AKT. A proteina
AKT ativada, inativa proteinas que tem acéo bloqueadora do ciclo celular ou estimuladora
de apoptose e AKT ativada pode ainda ativar fatores de transcricdo que irdo favorecer a
sobrevivéncia e proliferagéo celular. O produto do gene supressor de tumor PTEN inibe a
via de PI3K, defosforilando o produto desta quinase. Em melanoma o gene PTEN tem sua
expressado perdida por metilagdo, levando a perda do controle da atividade de PI3K,
proporcionando sinalizagdo constante para manutengéo de sobrevivéncia celular.
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A molécula RAS pode também ter uma atividade independente de
RAF, atuando na ativagao da via PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) (TSAO et
al. 2004). A via PI3K ativa fatores envolvidos na sobrevivéncia e proliferagao
celular ao mesmo tempo que inativa proteinas responsaveis pelo bloqueio
do ciclo celular e indugcéo da apoptose (CANDRELL 2001). A via de PI3K
pode ser regulada pelo produto do gene supressor de tumor PTEN, que atua
na defosforilacdo de fosfatidil-inositol-3-P e derivados. Em melanoma, uma
alteracdo comumente encontrada € a perda de PTEN, levando a ativacao
constante da via PI3K (Figura 1) (RAMASWAMY et al. 1999; WU et al. 2003)

Ao longo da progressao tumoral de melanoma, também encontramos

6|NK4A 9ARF

alteragdes nos genes supressores de tumor p1 e p1l , envolvidos na
via de controle do ciclo celular.

A proteina retinoblastoma (Rb) tem a propriedade de se ligar a
proteina regulatéria E2F, inibindo sua acdo. A proteina E2F atua ligando-se
a promotores de diferentes genes que codificam proteinas necessarias para
a entrada na fase S do ciclo celular. Quando E2F esta associada a Rb n&o
consegue interagir com o DNA, impedindo a célula de entrar em divisao.
Para que a célula possa entrar na fase S é necessario que a Rb seja
fosforilada, diminuindo a afinidade com EZ2F, liberando essa para interagir
com o DNA. A fosforilagdo de Rb ocorre pela agao do complexo ciclina D /
CDK4,6 . A proteina p16™<** inibe a formagao desse complexo, bloqueando
assim a passagem da fase G1 para a fase S do ciclo celular. Portanto, a

perda de funcdo desse gene promove um aumento na concentragdo do

complexo ciclina D / CDK4,6, promovendo o ciclo celular. Em melanoma a
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perda de funcdo do gene p16™“A

esta relacionado a delecdo ou a
hipermetilagcdo do promotor (TALVE et al. 1997; VAN DER VELDEN et al.
2001).

A proteina p19°%F tem como funcdo controlar os niveis da proteina
p53, codificada pelo gene supressor de tumor TP53. Esse gene esta
envolvido com vias de inducdo da parada da proliferagao celular e com vias
de indugéo da morte celular programada. Como o estimulo para essas agoes
estd associado a detecgcdo de defeitos na duplicagdo do DNA, esse gene
esta relacionado com a manutencéo da estabilidade gendmica da célula.
Assim, a perda de fungdo da proteina p19°~¥ levaria a perda de controle
sobre a proteina p53 e consequente acumulos de lesdes no DNA, levando a
instabilidade génica. Essa instabilidade favorece o processo de
transformacao, favorecendo assim a sobrevivéncia do tumor (POMERANTZ
et al. 1998; SHARPLESS et al. 2004; HARRIS e LEVINE 2005).

Em trabalho originalmente realizado pelo nosso grupo (OBA-SHINJO
et al. 2006), estabeleceu-se um modelo de progressao tumoral de melanoma
murino, que simula a transicdo entre uma lesdo pré-maligna ou de
melanoma de crescimento radial e o melanoma de crescimento vertical ou
metastatico. Esse modelo consiste em uma linhagem de melandécitos néo
tumorigénicos obtida a partir de melandcitos de camundongo C57/BI6,
denominada Melan-a (Ma), e duas linhagens tumorigénicas, denominadas
Tm1 e Tm5, obtidas a partir de crescimento independente de ancoragem de

Ma. Assim, no modelo, Ma representa o melanoma de crescimento radial e

Tm1 e Tm5 representam o melanoma de crescimento vertical.
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1.2 HIPOXIA E CANCER

Um tecido torna-se hipoxico quando o fornecimento de oxigénio ndo &
adequado, comprometendo as fungdes bioldgicas do mesmo (BEDOGNI e
POWELL 2009). Diferentes fatores podem levar a uma situagao de hipdxia:
problemas no fluxo sanguineo como anormalidades nos vasos da
microcirculagdo (comum em tumores); baixa pressdo sanguinea; falta de
vascularizagado no tecido; problemas no transporte do oxigénio como baixo
nivel de eritrécitos ou eritrocitos mal formados. Além dessas causas
internas, podemos ter causas externas, nesse caso a pO, € muito baixa, ndo
permitindo a captagao do oxigénio pelo organismo.

SEMENZA e WANG (1992) foram os primeiros a descrever um fator,
em mamiferos, que era expresso em resposta a alteragcdes nos niveis de
oxigénio (mais tarde foi demonstrado que esse fator responde a outros
fatores que ndo unicamente os niveis de oxigénio). Esse fator, denominado
fator induzido por hipdxia (HIF-1 — hypoxia inducible factor-1), foi descoberto
estudando-se a interagao de fatores transcricionais com a regido promotora
do gene de eritropoietina, um gene cuja transcrigdo € aumentada em
situagdes de privagado de oxigénio.

Experimentos com linhagens nado produtoras de eritropoietina
mostraram atividade de HIF-1, gerando as primeiras evidéncias que HIF
estaria atuando também em outros genes (WANG e SEMENZA 1993). Mais
tarde mostrou-se que HIF ativa diversos outros genes, muitos dos quais

induzem a expresséo de proteinas envolvidas na angiogénese, como VEGF
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e na geracao de energia como transportadores de glicose e enzimas da via
glicolitica (HOCKEL e VAUPEL 2001a).

A proteina HIF € um heterodimero formado por duas subunidades. A
subunidade a (HIF-1a), possui aproximadamente 120kDa de massa
molecular aparente, e a subunidade p (HIF-1B), que possui
aproximadamente 94kDa de massa molecular aparente. HIF-13 & expresso
de forma constitutiva no nucleo, enquanto HIF-1a é regulado por uma
cascata de degradacgao no citoplasma (WANG e SEMENZA 1995; WENGER
2002).

A subunidade HIF-1a possui em sua estrutura um dominio passivel de
hidroxilagdo, conhecido como ODD (oxygen-dependent degradation). Na
presenca de oxigénio, a enzima prolil-4-hidroxilase (PHD) hidroxila as
prolinas 402 e 564 presentes no dominio ODD. Uma vez hidroxilada, HIF-1a
€ reconhecida pela proteina supressora de tumor pVHL (von Hippel-Lindau
tumor suppressor protein). A proteina pVHL entdo recruta a maquinaria de
ubiquitinagdo, levando a degradacdo de HIF-1a via proteassomo 268S.
Assim, apesar de sua transcricdo constitutiva, a subunidade HIF-1a é
continuamente degradada de forma dependente da presenca de oxigénio
(JAAKKOLA et al. 2001; WENGER 2002).

Em condicbes de hipdxia, a enzima PHD ndo possui substrato
(oxigénio) para a hidroxilagao de HIF-1qa, permitindo estabilizagdo e acumulo
da mesma no citoplasma. Uma vez estavel, a subunidade HIF-1a é
translocada para o nucleo onde dimeriza com HIF-13 (MAHON et al. 2001).

HIF liga-se a regido consenso no DNA CGTC (HBS, HIF-1 DNA binding site),
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presente na regiao HRE de muitos genes regulados pelo nivel de oxigénio.
As regidoes HRE geralmente apresentam diferentes sitios, para a ligagao de
diferentes fatores, possibilitando a atuagdo de diversos fatores juntamente
com HIF. Apesar desses fatores nao serem elementos induzidos por hipodxia,
podem auxiliar na amplificacdo do sinal, ou mesmo conferir especificidade a
resposta de diferentes tipos celulares (WENGER 2002).

Experimentos com camundongos knockout para HIF-1a. mostraram
que 0s animais sao inviaveis, sendo que os embrides morreram durante a
gestacdo com ma formacéo cardiovascular (KOTCH et al. 1999). Por outro
lado, camundongos com apenas uma alelo para HIF1-a desenvolvem-se
normalmente. Porém, estes animais apresentam uma resposta fisiolégica
deficiente quando em hipdxia crénica, como hipertensdao pulmonar,
hipertrofia no ventriculo direito e retardo no desenvolvimento de policitemia.
Esses resultados indicam que HIF apresenta nao s6é um importante papel na
resposta celular a hipéxia bem como desenvolve um importante papel na
resposta sistémica a hipoxia (YU et al. 1999). Ainda de acordo com essa
idéia, foi demonstrado em animais knockout para o gene ARNT (aryl
hidrocarbon receptor nuclear translocator), a importancia de HIF na
placentacdo (ADELMAN et al. 2000).

Apesar de HIF ter sido primeiramente descrito como um fator induzido
por hipdxia, hoje sabemos da presenca de HIF estavel em condigbes de
normoéxia em diferentes tipos celulares (STROKA et al. 2001), sugerindo
uma regulacdo de HIF por outros fatores. Em condigbes de normoxia,

células de cérebro de camundongo expressam HIF, tendo esse uma
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aparente ligagdo com o controle do ritmo circardiano (CHILOV et al. 2001).
Além disso, muitos fatores de crescimento e citocinas foram associados a
estabilizagcao de HIF-1a em normdxia, como insulina, EGF (epidermal growth
factor) e interleucina 18 (WENGER 2002).

Em tumores, a taxa de proliferagcao celular e consequentemente o
crescimento da massa tumoral muitas vezes é maior que o ritmo de
vascularizagdo do tecido tumoral. Com isso, sdo geradas areas no tumor
que sao deficientes em oxigénio (regides de hipdxia). A presenca de regides
hipoxicas em tumores € associada a um mau-prognéstico (YANG et al.
2007).

Nessas regides hipdxicas, ha um aumento no metabolismo
anaerdbico das células, como meio de obtencdo de energia.Esse aumento
do metabolismo € acompanhado por adaptacdes celulares, sendo que parte
delas s&o dependentes de HIF-1 tais como o aumento do transporte de
oxigénio via eritropoietina, sinalizagdo para angiogénese via VEGF, aumento
na glicélise e tamponamento do meio interno (VAUPEL e HARRISON 2004).

Muitos dos tumores humanos analisados por imunoistoquimica
mostraram uma alta expressao de HIF-1a (ZHONG et al. 1999; TALKS et al.
2000) Essa superexpressao de HIF-1a em tumores é frequentemente
associada a expressao de VEGF e consequente neo-vascularizagao. Ja foi
demonstrado in situ que em cancer de mama HIF-1a possui importante
papel no inicio da angiogénese (BOS et al. 2001).

O estresse fisiologico causado pela hipoxia no microambiente tumoral

pode levar a duas respostas distintas das células transformadas Em um
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caso, esse estresse seria responsavel por impedir o crescimento e causar a
morte celular. Por outro lado, a hipdxia poderia agir como um fator de
selecdo, possibilitando a progressdao maligna por selecionar células
progressivamente resistentes a radioterapia e a drogas (VAUPEL et al. 2001;
HOCKEL e VAUPEL 2001b). Sabemos que a baixa tensdo de O, reduz a
eficiéncia da radioterapia, bem como de agentes citotoxicos dependentes de
O,, tais como: ciclofosfamida, carboplatin (Paraplatin®; Bristol-Myers Squibb;
Princeton, NJ), carmustine (BiCNU®; Bristol-Myers Squibb), e melphalan
(Alkeran®; Celgene Corporation; Warren, NJ) (TEICHER et al. 1990;
LITTLEWOOD 2001). Em consequéncia, a expressdo de HIF-1a tem sido
associada a uma baixa resposta a tratamentos e a mortalidade em estagios
precoces de cancer cervical (BIRNER et al. 2000), carcinoma ovariano
(casos com p53 mutante) (BIRNER et al. 2001) e cancer no es6fago (casos
que expressam altos niveis de Bcl-2) (KOUKOURAKIS et al. 2001).

Em linhagens de melanoma ocular foi demonstrado que HIF1-a tem
importante papel na aquisicdo de caracteristicas de agressividade. Em
condicbes de hipodxia, essas células apresentaram, in vitro, aumento da
adesao celular em placa sensibilizada com colageno |V, aumento da
migracao celular em ensaio de transwell e aumento da capacidade de
invasao celular em matrigel. A expressao de HIF1-a nas células foi inibida
por RNAI, resultando na redugdo da capacidade de adesao, migragao e
invasao celular (VICTOR et al. 2006).

A proteina Akt, ativada por PIP;, estimula a proliferacdo e

sobrevivéncia celular (Figura 1). Em melanoma € comum encontrar essa
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proteina superexpressa, sendo essa considerada uma oncoproteina. A
superexpressdo de Akt em melanécitos nao foi suficiente para gerar células
transformadas quando cultivadas independente de ancorangem. No entanto
quando cultivadas em ambiente hipéxico foram geradas células
transformadas. Quando HIF1-a foi silenciado, mesmo as células
superexpressando Akt e em hipoxia nao foi gerado células transformadas.
Esses resultados mostram que o potencial transformador de Akt é
dependente de HIF1-a (BEDOGNI et al. 2005).

Operacionalmente, o estudo das adaptacdes celulares a condi¢des de
hipéxia tem sido feito de pelo menos duas maneiras: avaliacdo direta das
respostas celulares em ambientes com tensdao de oxigénio controlada
(Céamara de hipdxia) ou utilizando-se substancias que induzem respostas
semelhantes a da hipdxia, que chamamos de agentes hipdxia-miméticos,
como por exemplo o cloreto cobaltoso. O cloreto cobaltoso (CoCly) é um sal
inorganico que atua como quelante de ions. A enzima prolil-4-hidroxilase
(PHD) liga-se a oxo-2-glutarato e a vitamina C e a Fe(ll). O CoCl, em meio
de cultura quela o ferro, inibindo a acao da PHD, por consequéncia HIF-1a
nao é hidroxilado, permanecendo estavel. Como resultado os genes-alvo de
HIF sao ativados. Por esse motivo, o composto CoCl, € muitas vezes

utilizado como um agente para mimetizar hipoxia.
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1.3 GALECTINA-3

As lectinas sédo proteinas ndo enzimaticas e distintas de anticorpos
que se ligam especificamente a estruturas de carboidratos. As galectinas
sdo uma familia de proteinas que pertence a grande familia das lectinas
animais, com afinidade primaria por compostos que contém p-galactosideos,
tendo uma estrutura conservada de aproximadamente 130 aminoacidos,
conhecido como dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD -
carbohydrate recognition domain). Atualmente sdao conhecidas 15 tipos de
galectinas, que sao divididas em 3 grupos:

* Protétipos: galectinas que apresentam somente um CRD, podendo
forma homodimeros;

* Repeticdes em tandem: galectinas que possuem 2 CRD n&o idénticos
ligados por um peptide;

* Quimera: apresenta somente um membro, a galectina-3.

A galectina-3, transcrita pelo gene LGALS3A, possui uma massa
molecular aparente de aproximadamente 30kDa, €& caracterizada por
apresentar um CRD na regido COOH terminal e uma regido N-terminal,
ligados por uma sequéncia similar a colageno.

A sequéncia similar a colageno é rica em glicina, tirosina e prolina e é
sitio possivel de clivagem por metaloproteinases da matriz extracelular. A
regidao N terminal, rica em prolina e glicina, contém sitio de fosforilagdo em
serina (Ser®) que é importante para sinalizacdo e compartimentalizagéo

celular da galectina-3. A regiao COOH terminal, além de possuir a regiao de
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reconhecimento de carboidratos, possui o motif anti-apoptético NWGR
(asparagina, triptofano, glicina e arginina). Esse motif € similar ao motif
presente na oncoproteina Bcl-2, que leva a formacdo de dimeros,
sinalizando uma translocacao para a mitocéndria, onde impediria a liberacéo
de caspases, agindo como antiapoptético. Esse motif esta presente somente
na galectina-3 humana, porém a galectina-3 murina também apresenta uma
acao anti-apoptotica quando no citoplasma.

A galectina-3 € considerada uma proteina pleiotrépica uma vez que
suas funcdes sao determinadas conforme a sua localizacio celular Quando
presente no nucleo € associada ao splicing alternativo (DAGHER et al.
1995), regula a expressao génica (LIU et al. 2002) e pode atuar como
supressora de tumor (CALIFICE et al. 2004). Quando presente no
citoplasma, no entanto, galectina-3 apresenta fung¢des diferentes, até
opostas, apresentando acdo pro-tumoral por aumentar capacidade de
invasao, sobrevivéncia e crescimento celular, promog¢ao da angiogénese e
agao anti-apoptotica (YOSHII et al. 2002; CALIFICE et al. 2004). Ainda no
citoplasma auxilia na homeostase da mitocondria em condi¢cdes de estresse
oxidativo (MATARRESEA et al. 2000; LIU et al. 2002). Os mecanismos de
transporte de galectina-3 para o nucleo ainda nédo sao totalmente
esclarecidos, mas sabemos que pode ocorrer tanto por difusdo quanto por
transporte ativo (NAKAHARA et al. 2006).

Quando presente na matriz extracelular ou no meio extracelular
galectina-3 pode apresentar fungado pré-apoptotica por interagdo com f1-

integrina (ZHUO et al. 2008). Apresenta também papel importante na
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comunicagdo célula-célula e célula-matriz (INOHARA e RAZ 1995;
OCHIENG et al. 1998), nesse caso pode favorecer a mobilidade celular
(FUKUSHI et al. 2004), além de ser importante para adesao e espalhamento
de celular em suspensao (BAPTISTE et al. 2007). A secregao de galectina-3
nao ocorre pela via classica, dependente do complexo de Golgi, pois néo
possui peptideo sinal (SATO et al. 1993). A forma de secrecdo dessa
proteina ainda ndo é bem esclarecida, mas sabemos que a porcdo N-
terminal € um dos responsaveis por esse processo (MEHUL e HUGHES
1997; MENON e HUGHES 1999; GONG et al. 1999). A secrecéo pode ainda
ocorrer com o auxilio de outras moléculas, sendo a proteina levada
diretamente para a membrana celular ou via vesiculas. Nesse sentido,
SHALOM-FEUERSTEIN et al. (2008) demonstraram que nanoagregados de
K-RAS ativado recrutam galectina-3 para proximo do folheto intracelular da
membrana plasmatica. E, ainda a reorganizagao do citoesqueleto associado
a atividade de caspase-1 parece levar a secre¢ao de galectinas (KELLER et
al. 2008).

Em nosso laboratério, utilizando o modelo de progressdo de
melanoma murino demonstramos que o gene lgals3a, tem sua transcrigao
regulada por metilagdo da regiao promotora, promovendo o silenciamento da
transcricdo génica durante a progressdo de melanoma murino. Foi
demonstrado ainda que o uso da droga 5’-aza-2’-deoxicitidina, inibidora de
DNA metiltrasferase, foi capaz de reverter o fenétipo da célula, induzindo a

expressao de galectina 3 de novo (TEIXEIRA 2007).
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Em glioma humano foi mostrado que galectina-3 esta altamente
expressa na regiao perinecrética do tumor (regido que circunda as regioes
necroticas do tumor e apresentam baixa tensao de oxigénio), ao contrario do
restante do tumor que expressa niveis baixos de galectina-3 (NEDER et al.
2004). Esse dado sugere que a expressao de galectina-3 poderia ser
importante na adaptacéo celular ao novo ambiente. Em sistemas celulares
diversos, a exposi¢ao a condi¢cdes de hipdxia esta relacionada a transcricdo
do gene de galectina-3 e ao acumulo da proteina (GREIJER et al. 2005; HU
et al. 2006).

Sabemos que em nosso modelo galectina-3 esta silenciada por
metilacdo do promotor. Sabemos ainda que em situacdes de deprivacido de
oxigénio galectina-3 pode passar a ser expressa. Esse estudo teve como
objetivo estudar a influéncia da hipdxia sobre a transcricdo e modificagédo
pos-traducional de galectina-3, bem como alteragdo na migragéo celular em

nosso modelo de melanoma murino.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da hipdxia sobre a expressao génica e alteragdes
pos-traducionais de galectina-3 em modelo de progressdo de melanoma

murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analise de alteragdes na transcricdo génica e no acumulo protéico de
galectina-3 em melan-a quando submetida a hipdxia e exposi¢ao a
CoCly,

2. Andlise de alteragcbes pos-traducionais de galectina-3 em melan-a
quando submetida a hipdxia e exposi¢cao a CoCls,.

3. Comparar a expressao de galectina-3 em Tm1 submetida a hipdxia,
tratada com CoCl, e tratada com a droga inibidora de metilagdo 5-
Aza-2-dexocicitidina.

4. Comparar a expressao de galectina-3 em Tm1 e Tm1 transfectada
com vetor contendo o gene de galectina-3 e Tm1 transfectada
somente com o vetor vazio, quando submetidas a hipdéxia e a

exposicao ao CoCls,.
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5. Avaliar o impacto funcional da exposicdo das células a condi¢des de
hipéxia ou ao tratamento com CoCl,, avaliando a resposta de

migracao celular das células estudadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CELULAS

A linhagem Melan-a foi mantida em meio RPMI 1640 (Cultilab), pH
6,9, acrescido de soro fetal bovino (5% v/v) (Cultilab) e éster de forbol (PMA,
forbol 12-miristato 13-acetato, 200nM) (Sigma), em atmosfera umida,
contendo 5% de CO, a 37°C.

As linhagens Tm1 transfectada com o gene humano da galectina-3
(Tm1MG3) ou transfectada com o vetor vazio (Tm1MN3) foram mantidas em

condi¢cdes semelhantes, na presenca do antibidtico G418 (1 mM) (Sigma).

3.2 CONDICOES

3.2.1 Hipoxia

As células foram colocadas em camara de hipdxia (Modular Incubator
Chamber, Billups-Rothenberg), e todo o ar foi substituido por uma
composi¢cao de 95% nitrogénio e 5% gas carbdnico. Apos 10 minutos de
troca de gases a camara foi hermeticamente fechada e colocada em
atmosfera umida a 37°C por diferentes tempos.

Na camara de hipoxia também foi colocado um oximetro (Drager —

PAC 3000) para monitoramento da concentragdo de oxigénio. A presséao
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parcial de oxigénio foi sempre < 2%, portanto menor do que um décimo da

pressao parcial do ar atmosférico.

3.2.2 Tratamento com cloreto cobaltoso

O cloreto cobaltoso age como quelante de metais, 0 que impede a
acdo das PHD/HPH (prolyl hydroxylase domain containing/HIF prolyl
hydroxylase), estabilizando HIF, possibilitando a acdo do mesmo, levando a
um quadro celular mimético ao quadro celular em hipdxia.

Ao meio de cultura das células foi adicionado cloreto cobaltoso
(Sigma) de forma a obter a concentrag&o final de 100uM. Em seguida, as
células foram colocadas em atmosfera umida, contendo 5% de CO, a 37°C,

por diferentes tempos.

3.3 ANALISE PROTEICA

3.3.1 Meio condicionado

Apos o periodo de tratamento das células, o sobrenadante das
células foi recuperado e armazenado em freezer -70°C.

Para concentrar as amostras foi utilizado o filtro Centricon
(Millipore)“cut-off” de 3 kDa. As amostras foram aplicadas no filtro e
centrifugadas por 1880 g, a 4 °C por no minimo 6 horas.

A concentracdo protéica no meio condicionado foi determinada
utilizando o kit “Ensaio de Proteina BCA — Método de Lowry Modificado” da

BioAgency (Sao Paulo).
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3.3.2 Extrato protéico

Para obtencdo dos extratos protéicos as células ainda aderidas a
placa foram lavadas duas vezes com PBS-EDTA (1X) gelado (137mM NacCl,
2,7 mM KCI, 10mM NazHPO,4, 2mM KH,PO4 e 1 mM EDTA). Em seguida as
células foram desaderidas utilizando tripsina (Gibco) e centrifugadas por 3
minutos, 400 g. O pellet de células foi ressuspendido em tampéo de lise da
fragdo citoplasmatica (50mM Tris (pH7,5), 150mM NaCl, 5mM EDTA
(pH8,0), 0,1% Triton X-100, 1mM NaszVO,, 2ug/mL aprotinina e 1mM PMSF).
Foi adicionado sobre a placa o tamp&o para separagdo da matriz extra
celular (10mM Tris-HCI (pH 7,4), 1% de Triton X-100, 1% de desoxicolato de
soédio, TmM de PMSF e 2ug/mL de aprotinina). Ambas as condi¢gbes foram
incubadas por 15 minutos a 4°C. Apds esse periodo com a auxilio de um cell
scraper a fragao de matriz extra celular foi colocada em um tubo novo e, os
lisados foram centrifugado por 15 minutos, 15700 g, a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para um tubo novo e as amostras armazenadas em freezer -
20°C.

Nas amostras com tampao de lise de fragao citoplasmatica o pellet foi
congelado em freezer -20°C, nas amostras com tampao para separagao da
matriz extra celular, o pellet foi ressuspendido em tampao de amostra para
SDS-PAGE 6X redutor (375mM de Tris-HCI (pH 6,8), 12% SDS, 30% glicerol
e 0,6M de DTT) e armazenado em freezer -20°C.

Para determinar a concentracdo de proteina nos extratos foi utilizado o Kit

“‘Ensaio de Proteina BCA — Método de Lowry Modificado” da BioAgency.
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3.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separacgao das proteinas por ponto isoelétrico foi feita em fita IPG
comercial Immobiline DryStrip pH 3-10 com 11cm, linear (GE Healthcare).
Primeiramente as amostras foram adicionadas a um tampao de hidratagao
1,225x (9,8M uréia, 2,45% CHAPS e azul de bromofenol), 2% de tampao
IPG (tamp&o comercial de acordo com fita utilizada- GE Healthcare) e 18mM
de DTT, em um volume final de 200uL. A amostra foi incubada overnight
com a fita para que essa absorvesse toda a amostra. Para focalizacao
Isoelétrica as firas IPG foram colocadas no aparato Multiphor II System
(Amersham Pharmacia Biotech) ou no aparato Ettan IPGphor 3 (GE
HEalthcare) e submetidas ao programa de voltagem e tempo de acordo com
a recomendagao do fabricante. O programa varia de acordo com o tamanho
da fita de IPG e a faixa de pH que é abrangida. Apo6s a focalizagéo
isoelétrica, as fitas de IPG foram armazenadas no freezer -80°C.

Para realizar a separagdo das proteinas por massa molecular
aparente as amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida. Esse gel € composto por duas partes. A parte inferior do gel,
chamado gel de corrida contém Tris 0,375 M (pH 8,8), SDS 0,1%, acrilamida
12%, Persulfato de Aménio (APS) 0,03% e, N,N,N tetra metilenodiamina
(TEMED, Sigma); e a parte superior, chamado gel de empilhamento contém,
Tris 0,125 M (pH 6,8), SDS 0,1%, acrilamida 4%, APS 0,045%, e TEMED.
Caso a separagao por massa molecular aparente seja das amostras
focalizadas de acordo com o ponto isoelétrico ndo é feito o gel de

empilhamento. Nesse caso as fitas serao reduzidas e alquiladas em solucao
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Tris-HCI 50mM, uréia 6M, SDS 2%, glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol
0,1% (v/v) e DTT 65mM sob agitagdo por 15 minutos e por 15 minutos
adicionais nesta mesma solucédo substituindo-se o DTT por iodoacetamida
100mM. Apds esse processo, as fitas de IPG séo colocadas sobre o gel de
corrida, fixada sua posi¢ao utilizando solugdo de 1% agarose diluida em
tampéo de corrida (250mM Tris, 0,19mM de glicina e 0,1% de SDS). O gel é
submetido inicialmente a uma diferenca de potencial constante de 50 V até
que a amostra atinjam o gel de corrida. Em seguida a voltagem pode ou n&o
ser elevada até 80 V. Para o gel de separagcdo das amostras focalizadas,
aplica-se uma corrente constante de 10 mA, overnight. A eletroforese ocorre
completamente submersa em tampéao de corrida.

Apés a corrida o gel foi corado com Coomassie blue G ou as

proteinas foram transferidas para membrana de PVDF.

3.3.4 Western Blot

Para coloragdo com Coomassie blue G primeiramente o gel foi
colocado em solugéo fixadora (50% etanol e 10% acido acético) por 1 hora
sob agitagdo em temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi colocado em
solugdo de Coomassie G-250 (0,1% Coomassie G-250, 2% acido fosforico,
10% sulfato de amoénia e 20% metanol) e incubado sob agitagcdo a
temperatura ambiente, overnight. No dia seguinte o gel foi colocado em
solugédo 25% metanol sob agitagdo para descoloragédo. Apds descoloragao o

gel foi seco e guardado.
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O processo de transferéncia para membrana de PVDF ocorre sob
voltagem constante de 100V, por uma hora, imerso em tampéo de
transferéncia (25mM Tris, 192mM Glicina e 20% metanol). Apos a
transferéncia, a membrana de PVDF foi incubada com PBS 1x, 0,05%
Tween 20, 5% leite em pé. Essa incubagdo tem como objetivo bloquear os
sitios inespecificos na membrana. Apds esse bloqueio a membrana foi
incubada com os anticorpos desejados de acordo com a tabela abaixo

(Tabela 1).

Tabela 1 - Anticorpos utilizados para western blot

Anticorpo primario Concentragdo Anticorpo secundario  Concentragéo
M3/38 1:20 a-rat peroxidase 1:1000
a-N-PHOS 1:500 a~chicken peroxidase 1:1000
a-PHOS 1:500 a~chicken peroxidase 1:1000
o-p actina 1:1000 o-mouse peroxidase  1:1000/ 1:2000

A revelagdo da membrana foi feita usando-se solucdo de
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) (7,5 mL de uma solugao de
Tris-HCL 0,05% pH7,8, NaCl 150 mM. 10 uL de H,0O, e 3,75 mg de DAB) ou

utilizando o kit de revelacao para ECL (Amersham).

3.4 MIGRACAO CELULAR

Para realizar esse ensaio foram utilizadas placas de 24 pogos com 12

insertos de transwell, com poro de 8,0um (Corning).
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Os insertos foram previamente sensibilizados com laminina-1 para
criar um gradiente de concentragdo. Foi adicionado na parte inferior de cada
inserto, somente meio, meio com 2,5; 5,0 ou 10ug/mL de laminina-1. A placa
com os transwell foi incubada por 1 hora em atmosfera umida contendo 5%
de CO, a 37°C. ApoOs esse periodo os insertos foram retirados dessa
solugéo e colocados sobre meio contendo 10ug/mL BSA para bloqueio de
sitios inespecificos. Caso a migracao fosse em condigdes miméticas de
hipoxia também foi acrescido CoCl,, concentragdo final de 100uM. Os
insertos foram incubados nessa condicbes por no minimo 1 hora em
atmosfera umida contendo 5% de CO; a 37°C.

Células em cultura foram desaderidas e ressuspendidas de forma a
conter 2.10° ou 10° células em cada 0,5mL. As células para ensaio em
normoéxia e hipdxia foram ressuspendidas em meio RPMI ph 6,9. Células
para ensaio em hipoxia mimética foram ressuspendidas em meio RPMI
(pHG, 9) com 100 uM de CoCl,.

Em cada inserto foi aplicado 0,5mL de suspenséao celular e as placas
foram colocadas na camara de hipdxia (95% nitrogénio, 5% gas carbdnico) e
em seguida em atmosfera umida contendo 5% de CO; a 37°C ou somente
em atmosfera umida contendo 5% de CO, a 37°C. As placas foram
incubadas nessas condi¢des por 4 ou 24 horas.

Apods o periodo de migracao as células foram fixadas com solugdo de
paraformaldeido 1% por 15 minutos e em seguida coradas com azul de
toluidina (1% azul de toluidina, 1% bdrax) por 5 minutos. Apds coloragao, as

células presente na parte superior do inserto foram removidas com um
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cotonete e os insertos lavados com PBS (1x) e com PBS contendo BSA
(1%) alternadamente.

As células foram contadas em microscopio de luz invertido, no
aumento de 40x, em diferentes campos, de forma randomizada.

Para quantificacdo do corante, os insertos foram colocados em
solucdo de SDS 1% e incubados por 1hora a 37°C. De cada amostra foi
retirado 100uL e colocado em placa de 96 pogos. A placa foi colocada em
leitor (Microplate Reader da BioRAd Model 550) e submetido a leitura

usando filtro de 595nm.

3.5 RT-PCR REAL TIME

3.5.1 Extracdo de RNA

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o reagente Trizol
(invitrogen), sendo uma otimizacdo do método de extracdo de RNA
desenvolvido por Chomcznski & Sacchi em 1987. A concentragcdo do RNA
foi determinada por espectofotometria a 260nm (NanoDrop 1000, Thermo

Scientific).

3.5.2 RT-PCR
A sintese de cDNA foi feita a partir do RNA extraido como descrito no

item anterior.
A 5 ug de RNA total foi adicionado 1uL de Oligo dT 500ug/mL

(Invitrogen), 1uL de dNTPs 10mM (Invitrogen) e agua Depc
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(dietilpirocarbonato) somando um volume final de 12uL. A reacado foi
incubada por 5 minutos a 65°C e em seguida resfriada rapidamente em gelo.
A reacao, apods breve centrifugacéo, foi adicionada 4uL de tampao 5x first-
strant (Invitrogen), 2uL de DTT 0,1M (Invitrogen). A reagéao foi incubada por
2 minutos a 42°C e em seguida foi adicionado 1uL (200 unidades) de
Superscript Il (Invitrogen), permancendo a reagao por mais 50 minutos a
42°C. A reacao foi inativada aquecendo-a a 70°C por 15 minutos.

As amostras foram estocadas a -20°C.

3.5.3 Real time

Para andlise de expressao génica em tempo real foi utilizado a
metodologia do SYBR® Green. A fluorescéncia foi captada pelo
termociclador Rotor-Gene RG-3000 (Corbett). Para um volume final de 20uL
por reagao foram utilizados: 2,0uL de tampéo de PCR 10x (Invitrogen), 0,6uL
de MgCl, 50mM (Invitrogen), 0,4uL de dNTPs 10mM (Invitrogen), 0,2uL de
cada primer 20mM, 0,16uL ou 1U/uL de Tag PLATINUM (Invitrogen), 1uL de
DMSO (Sigma), 0,2uL de SYBR® Green (Invitrogen) e 1uL de cDNA.

Os primers para Galectina-3 e B-actina, ja avaliados em nosso

laboratdrio, encontram-se na tabela a seguir (Tabela 2):
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Tabela 2 - Primers utilizados para real time PCR

Primer Seqliéncia Seqliéncia

Galectina-3 murina CCTGGAGCTTATCCTGGTCA GTCACCACTGATCCCCAGTT

B-actina murina TGTTACCAACTGGGACGACA CTGGGTCATCCTTTCACGGT

As condi¢cdes da amplificacdo foram:

o desnaturacdo do DNA por 5 minutos a 95°C

J 40 ciclos com:
- desnaturagao do cDNA por 30 segundos a 95°C
- anelamento do cDNA por 30 segundos a 60°C
- extensdo do cDNA por 30 segundos 72°C

A analise dos dados foram feitas utilizando o software Roto Gene 6 e

a razao foi calculada conforme publicado por PFAFFL (2001):

ACT(gene alvo)) ACT(gene referencia)

Razéo = (E(gene alvo) /E(gene referencia)

Sendo ACT= CTcontrole — CTamostra

E= 1 O-1/s|ope

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad

Prisma 4, utilizando ANOVA de uma via.
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3.7 DENSITOMETRIA

A densitometria dos resultados de wester blot foram realizadas no
programa ImageJ. As bandas de interesse foram selecionadas, e o
programa gerou um grafico com a variagao da intensidade de pixel de cada
banda. A curva foi entdo integrada, permitindo a calculo da razdo entre a
banda de interesse (galectina-3) e a banda referéncia (B-actina ou bandas
do gel de Coomassie). A razdo entre a condicdo controle (norméxia) e a
condigédo de interesse (hipdéxia ou tratamento com CoCly) foi utilizado como

indicador na mudanc¢a do acumulo de proteina.
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4 RESULTADOS

41 O AMBIENTE HIPOXICO |INDUZ AUMENTO DA
TRANSCRICAO GENICA DE GALECTINA-3, PARALELO AO
AUMENTO DE GALECTINA-3 ASSOCIADA A MATRIZ

EXTRACELULAR

O fator HIF-1a € um conhecido fator responsivo a hipdxia. Sabemos
que esse fator pode ser estabilizado por outras vias em condicdes de
normoxia. Melan-a exposta a normoxia ou a hipoxia expressa HIF-1a de

forma estavel (Figura 2).

- A

— HIF-1a

Normoxia
Hipoxia

- /

Figura 2 - HIF-1a € expresso de forma estavel em melan-a em condi¢des de

normoxia.
Eletroforese de proteinas da fragao citoplasmatica de melan-a submetidas a condi¢des de
normoxia ou hipoxia por 24 horas. O fator de transcrigdo. HIF-1o. aparece de forma estavel

nas duas condigdes.

Para avaliar o efeito do ambiente hipdxico na transcricdo génica de

galectina-3 foi realizado real time PCR em células melan-a submetidas a
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normoéxia, hipoxia ou tratamento com CoCl, por 4 ou 24 horas. Cada
condicdo foi avaliada em triplicata, sendo para cada amostra calculada a
razao de Pfaffl (PFAFFL 2001) entre o gene alvo (galectina-3) e o gene
referéncia (B-actina). A razao final para cada condicdo foi a média das
razdes calculadas entre as triplicatas.

A analise transcricional do gene lIgals3a mostrou um rapido e
significativo aumento da transcrigdo génica nas células tratadas com CoCl;
por 4 horas (razao de Pfaffl 1,30, desvio 0,21, p<0,001). O mesmo efeito n&o
foi observado nas células submetidas ao ambiente hipoxico pelo mesmo
periodo, esse nao apresentou diferenca em relacdo as células em normoxia
(razdo de Pfaffl 1,03, desvio 0,18, p>0,05). Por outro lado, a exposi¢gao ao
ambiente hipoxico (razdo de Pfaffl 2,02 desvio 0,6) ou o tratamento com
CoCl, (razédo de Pfaffl 2,11 desvio 0,41) por 24 horas mostrou um
significativo aumento da transcricdo génica (p<0,001), sendo que esse

aumento foi similar nas duas condigbes (p>0,05) (Figura 3).
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Expresséo do gene Igals3a em Melan-a
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Figura 3 - O ambiente hipoxico induz aumento da expressao do gene

lgals3a.

Expressdo do gene de galectina-3 na linhagem melan-a submetida as condi¢cdes de
normoxia, hipéxia ou tratamento com CoCl, por 4 horas ou 24 horas. A expressao foi
avaliada por real time PCR; como medida foi utilizada a raz&o entre o gene alvo (galectina-
3) e o gene referéncia (B-actina). O tratamento com CoCl, apresenta um efeito indutor da
transcricdo génica com 4 horas de exposigao, porém o mesmo efeito ndo é observado em
hipéxia. A exposi¢cdo por 24 horas ao tratamento com CoCl, ou a hipdxia, no entanto,

demonstrou similar efeito indutor na transcrigdo génica.

Para verificar se 0 ambiente hipéxico poderia alterar o acumulo de
galecina-3 foi realizado eletroforese protéica seguida de western blot para as
fragbes soluveis (correspondendo as proteinas citoplasmaticas), fragdes
insoluveis (correspondendo a matriz extracelular) e para o meio
condicionado dessas células. Nao foi observado alteracdo no acumulo de
proteinas soluveis em ambiente hipdxico ou submetidas a tratamento com

CoCl; por 4 ou 24 horas comparado a normoxia (Figura 4).
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Figura 4 - O ambiente hipéxico ndo altera o acumulo de galectina-3

citoplasmatica.
Eletroforese de proteinas da fragao citoplasmatica de melan-a submetidas a condi¢des de
normoxia, hipdxia ou tratamento com CoCl, por 4 horas ou 24 horas. As concentragdes

citoplasmaticas de galectina-3 permanecem inalteradas frente as diferentes condi¢des. O

controle de massa foi feito com a proteina p-actina.

Para analise do meio condicionado, o mesmo foi concentrado por
ultradiafiltracdo. A analise por densitometria mostrou menor acumulo de
galectina-3 no meio condicionado de células submetidas a hipdxia quando
comparada a células submetidas ao tratamento com CoCl, ou a norméxia
por 4 horas (Figura 5). O mesmo ensaio, realizado com amostras
submetidas as diferentes condi¢gbes por 24 horas, ndo mostrou galectina-3

em nenhum das condi¢des (dados nao mostrados).
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Figura 5 - O ambiente hipoxico inibe a secregédo de galecitna-3 soluvel para

0 meio extracelular.

Eletroforese do meio condicionado concentrado de melan-a submetida as condigbes de
normoxia, hipdéxia ou tratamento com CoCl, por 4 horas. Analise por densitometria mostrou
diminuicdo da secregdo de galectina-3 soluvel para o meio extracelular em condi¢des de
hipdxia. Como controle de massa foi utilizado gel de SDS-PAGE corado com Coomassie

blue.

A analise protéica da matriz extracelular mostrou acumulo de
galectina-3 quando as células sdo submetidas ao tratamento com CoCl; ou
submetidas a hipoxia por periodo de 24 horas. O mesmo efeito nao foi
observado nas células submetidas as diferentes condi¢des por periodo de 4
horas (Figura 6). O acumulo de galectina-3 na matriz extracelular é
dependente de um estimulo prolongado, tanto para o tratamento com CoCl,

quanto para a exposi¢cao ao ambiente hipoxico.
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Figura 6 - O ambiente hipoxico induz o acumulo de galectina-3 na matriz

/ Norméxla

extracelular.

Eletroforese de proteinas insolUveis (matriz extracelular) de melan-a submetida as
condi¢gdes de normoxia, hipoxia ou tratamento com CoCl, por 4 horas ou 24 horas. Nao
observamos a presenga de galectina-3 nas diferentes condigbes apds 4 horas de
tratamento. O tratamento com CoCl, e 0 ambiente hipdxico por 24 horas foram capazes de

induzir um acumulo de galectina-3 na matriz extracelular. Para controle de massa foi

utilizado a proteina B-actina.

4.2 O AMBIENTE HIPOXICO NAO INDUZ EXPRESSAO DE NOVO

DE GALECTINA-3 SILENCIADA POR METILACAO DO PROMOTOR

Dados anteriores do laboratorio (TEIXEIRA et al. 2007) mostraram
que Tm1 tratada com o agente inibidor de metilagdo 5-Aza-2-deoxicitidina
por 72 horas recuperava parcialmente a expressdo de galectina-3.
Levantamos a hipétese se o ambiente hipdxico poderia alterar o padréo de
metilacdo do promotor de galectina-3 que levaria a uma expressao de novo
da proteina. Células Tm1 tratadas com CoCl, ou expostas ao ambiente

hipoxico por 72 horas ndo apresentaram expressdo de novo de galectina-3
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(Figura 7). O acumulo de galectina-3 gerado pelo tratamento com 5-Aza-2-
deoxicitidina, tanto em ambiente de normodxia quanto em ambiente de
hipéxia ndo diferem. Dados obtidos por densitometria indicaram que a razao

entre a condi¢cao de normoxia e a condicido de hipoxia foi de 1,16.

f N
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Figura 7 - Células Tm1 ndo expressam de novo galectina-3 em ambiente

hipoxico.
Células Tm1 submetidas a tratamento com CoCl, ou a ambiente hipdxico por 72 horas nao
apresentaram expressdao de novo de galectina-3. A expressdo de galectina-3 s6 foi
recuperada com o uso de 5-Aza-2-deoxicitidina, um agente inibidor de metilagdo. A
exposicao concomitante ao ambiente hipoxico e a 5-Aza-2-deoxicitidina ndo levou ao
acumulo de galectina-3 (dados obtidos por densitometria).

Eletroforese de proteinas da fragao soluvel de Tm1. O gene de B-actina foi usado como

controle de massa.

4.3 DIFERENTES REPOSTAS AO ESTIMULO DE HIPOXIA E AO

TRATAMENTO COM CLORETO COBALTOSO
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Células melan-a, Tm1, Tm1N3 e Tm1G3 foram expostas a normoxia,
hipéxia ou a tratamento com CoCl, por 72 horas (Figura 8). O acumulo de
galectina-3 na matriz extracelular foi similar nas diferentes condigdes em
melan-a. Na linhagem Tm1G3 houve similar acumulo de galectina-3 na
matriz extracelular em condicbes de normoxia e hipdxia. O mesmo efeito nao
foi observado no tratamento com CoCl,. Observamos diferentes respostas

frente a hipdxia e ao tratamento com CoCl..
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Figura 8 - Impacto da hipdxia e do tratamento com CoCl, sobre acumulo de

galectina-3 na matriz extracelular.

Eletroforese de proteinas insoluveis (matriz extracelular) de melan-a, Tm1, Tm1N3 e
Tm1G3 expostas a normoxia, hipoxia ou tratamento com CoCl, por 72 horas. Células
melan-a n&o apresentaram diferenga no acumulo de galectina-3 frente as diferentes
condi¢des. A linhagem Tm1G3 apresentou acumulo de galectina-3 somente em norméxia e

em hipdxia; sob o tratamento com CoCl, o acumulo foi muito reduzido.

4.4 MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS DE GALECTINA-3 EM

AMBIENTE HIPOXICO
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Para verificar possiveis modificagées pds-traducionais em galectina-3,
amostras de proteinas soluveis de melan-a submetidas a normodxia, hipdxia
ou tratadas com CoCl, foram submetidas a separacéao eletroforética em duas
dimensdes. A primeira dimensao separou as proteinas de acordo com o seu
ponto isoelétrico, em um range de pH3,0 a pH 11,0. A segunda dimenséao
separou as proteinas de acordo com a massa molecular aparente.

A separagao eletroforética em duas dimensbes das amostras
submetidas as diferentes condicbes por 4 horas mostrou duas formas
eletroforéticas de galectina-3 em normoxia, com intensidades ou volumes
similares. Diferentemente, o tratamento com CoCl, mostrou apenas uma
forma eletroforética de galectina-3, proxima a forma mais acida de galectina-
3 encontrada em normoxia. A amostra protéica das células em hipdxia,
assim como as amostras da normoxia, apresentou duas formas
eletroforéticas de galectina-3, no entanto, a forma mais acida apresentou
alta intensidade, enquanto a forma mais basica apresentou intensidade
muito baixa (Figura 9).

Ja a separacao eletroforética das amostras submetidas as diferentes
condicdes por 24 horas apresentou tanto na amostra de normdxia como na
amostra tratada com CoCl, apenas uma forma eletroforética de galectina-3.
A amostra submetida a hipdxia apresentou duas formas eletroforéticas
claras de galectina-3. Diferentemente da amostra de 4 horas de hipdxia, as
duas formas eletroforéticas presentes na amostra de 24 horas estdao muito

proximas e ambas igualmente abundantes. Essas formas aparentemente
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tém caracteristicas eletroforéticas semelhantes a forma mais acida da

amostra exposta a hipdxia por 4 horas (Figura 9).
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Figura 9 - Modificacdo pds-traducional de galectina-3 em condigbes de
hipdxia.

Eletroforese em gel bidimensional das proteinas citoplasmaticas de melan-a exposta as
condigdes de normodxia, hipdxia ou tratadas com CoCl, por 4 horas ou 24 horas. Separagao
de acordo com o ponto isoelétrico das proteinas (intervalo de pH 3,0 a pH 10,0) na primeira
dimensédo e separacdo por massa molecular aparente na segunda dimensdo. As amostras
foram marcadas para galectina-3. Amostra de normoxia e hipdxia por 4 horas apresentaram
duas formas eletroforéticas de galectina-3, enquanto o tratamento com CoCl, apresentou
apenas uma, proxima a forma mais acida quando comparada com normoxia. Amostras de
normoxia e tratamento com CoCl, por 24 horas apresentaram somente uma forma de
galectina-3. Em condi¢des de hipdxia por 24 horas, galectina-3 apresentou duas formas
com pontos isoelétricos proximos, com localizagao préxima a forma mais acida na amostra
de hipdxia 4 horas. Como controle positivo da reagao de western blot foi utilizado extrato de
proteinas citoplasmaticas de melan-a em condigbes de normdxia submetidas somente a

eletroforese de separagao por massa molecular aparente.
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A fosforilagdo € uma possivel modificagcdo pds-traducional em
galectina-3. Amostras de melan-a submetidas a normédxia ou hipdxia por 4
horas foram tratadas com fosfatase acida e submetidas a separagao
eletroforética em duas dimensdes. A primeira dimensdo separou as
proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico em um intervalo de pH 3,0 a
pH 10,0. A segunda dimensao separou as proteinas de acordo com a massa
molecular (Figura 10).

De acordo com o que foi observado na eletroforese anterior, em
condigdes de normoéxia, galectina-3 apresentou mais de uma forma
eletroforética. O tratamento com fosfatase acida nao alterou esse padréo,
mostrando que as modificacbes pos-traducionais ocorridas ndo sao do tipo
fosforilagdo. Ainda de acordo com a eletroforese anterior, em condi¢cbes de
hipdéxia, ha uma prevaléncia de formas mais acidas. A avaliagao
densitométrica das formas eletroforéticas, mostra que em hipdxia a relacéo
entre as formas mais acidicas e a forma de pl mais elevado é em torno de
13; enquanto em condi¢des de normodxia, a relagao é < 5. O tratamento com
fosfatase acida eliminou as formas eletroforéticas mais 4cidas,
permanecendo apenas a forma mais basica, somente no extrato de células
expostas a hipoxia. Assim, em condicdes de hipoxia por 4 horas ha uma

prevaléncia de modificagdes pos-traducionais do tipo fosforilacio.
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Figura 10 - Fosforilagdo é uma importante modificagcdo poés-traducional de

galectina-3 em condicdes de hipdxia.

Eletroforese em gel bidimensional das proteinas soliveis de melan-a exposta as condi¢des
de norméxia ou hipdxia por 4 horas. Separagdo de acordo com o ponto isoelétrico das
proteinas (intervalo de pH 3,0 a pH 10,0) na primeira dimens&o. Separagéo pela massa
molecular aparente na segunda dimens&o. As amostras foram marcadas para galectina -3.
Em condicdes de normdxia observamos modificagdes poés-traducionais que nao
correspondem a fosforilagdo, uma vez que o tratamento com fosfatase acida ndo modificou
0 padrao de distribuicdo da galectina-3 de acordo com o ponto isoelétrico. Em condigbes de
hipoxia observamos um enriquecimento de formas eletroforéticas mais acidas, sendo essas
sim modificagées poés-traducionais tipo fosforilagdo, uma vez que o tratamento com

fosfatase acida eliminou essas formas de galectina-3.

Utilizamos entdo anticorpos desenvolvidos pela imunizagcdo de
galinhas com o peptideo da extremidade aminoterminal de galectina-3 em
que o sexto residuo, correspondente a um residuo de serina encontrava-se
fosforilado (colaboragdo com Emerson Bernardes e Maria Cristina Roque-
Barreira) . Assim, anticorpos com especificidade para formas de galectina-3
fosforilada ou n&do (o N-PHOS) e para galectina-3 fosforilada somente (o
PHOS) foram utilizados para avaliar se em condi¢gdes que mimetizam hipoxia
induziriam a fosforilagdo de galectina-3. A validagdo desses anticorpos foi
feito por separagédo eletroforética com amostras de melan-a expostas a

condi¢cdes de normodxia ou a tratamento com CoCl, por 4 horas e tratadas ou
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ndao com fosfatase acida (Figura 11). Marcagdo com o N-PHOS gerou
reconhecimento de duas bandas, apresentando massa molecular aparente
de 30 kDa e 35 kDa. O tratamento com fosfatase acida levou a perda do
reconhecimento pelo anticorpo da banda de maior massa molecular
aparente, sugerindo que o sitio de reconhecimento da proteina independe do
seu estado de fosforilagdo. Marcagdo com a PHOS gerou o reconhecimento
de uma banda de peso molecular aparente de 35kDa. O tratamento com
fosfatase acida levou a perda do reconhecimento da proteina pelo anticorpo,
sugerindo que o anticorpo reconhece somente a proteina que tenha o seu
sitio de reconhecimento fosforilado. Como controle de especificidade foi
realizada marcagdo com o anticorpo monoclonal para galectina-3 M3/38.
Analise por densitometria da expressdao de galectina-3 nao fosforilada
reconhecida pelo anticorpo a N-PHOS (banda de 30kDa) mostrou um
aumento aparente no acumulo da proteina de 91% nas células tratadas com

CoCls.
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Figura 11 - Validagdo do anticorpo a N-PHOS e o PHOS para

reconhecimento de porgao fosforilada de galectina-3.

Eletroforese de extrato protéico de Melan-a em condigdes de norméxia e tratamento com
CoCl, por 4 horas. A: Marcagdo com o N-PHOS gerou reconhecimento de duas bandas,
apresentando massa molecular aparente de 30kDa e 35kDa. O tratamento com fosfatase
acida levou a perda da banda de maior massa molecular aparente, sugerindo que a proteina
reconhecida pelo anticorpo pode ou nao estar fosforilado. Analise por densitometria mostrou
um aparente acumulo da galectina-3 nao fosforilada de 91% nas céluls tratadas com CoCl,.
B: Marcagdo com o PHOS gerou o reconhecimento de uma banda de peso molecular
aparente de 35kDa. O tratamento com fosfatase acida levou a perda da banda, sugerindo
que o anticorpo reconhece somente a proteina fosforilada. C: Marcagcdo com anticorpo

monoclonal para galectina-3 M3/38. D: Marcagéo com B-actina.

45 O AMBIENTE HIPOXICO ESTIMULA A MIGRACAO
CELULAR. ESSA MIGRACAO CELULAR NAO E DEPENDENTE DE

GALECTINA-3 EXTRACELULAR SOLUVEL

Ensaio de migragéo celular por transwell foi realizado com a linhagem

melan-a exposta a normdxia, hipoxia ou tratamento com CoCl, por 4 horas
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(Figura 12) ou 24 horas (Figura 13). Todas as condi¢coes foram feitas em
triplicatas (amostras de um experimento). Os graficos representam a média
para cada condicao.

A exposicao as diferentes condicbes por 4 horas mostrou um
significativo aumento da migragdo nas células tratadas com CoCl, quando
comparada com as células que migraram sob condigdes de normodxia
(p<0,001). O numero de células que migraram sob condi¢cbes de hipdxia
também apresentou um aumento significativo quando comparado ao numero
de células que migraram sob condigdes de norméxia (p<0,001). No entanto,
o aumento de migragdo sob o tratamento com CoCl, foi significativamente
maior que o aumento gerado pelo ambiente hipdxico (p<0,001). Esses
efeitos foram observados na presenca de laminina-1. O mesmo ensaio
realizado sem laminina-1 n&ao apresentou diferenga significativa na migragao
em nenhuma das condicdes.

O ensaio de migragdao por transwell realizado por 24 horas nas
mesmas condigdes mostrou ndo haver diferenga significativa na migragéo
em condicbes de norméxia ou no tratamento com CoCl, (p>0,05) na
presenca de laminina-1. Por outro lado, em condigdes de hipdxia, houve
uma menor migracdo quando comparado a migragdo em normoxia ou
tratamento com CoCl;, (p<0,001). O mesmo ensaio sem laminina-1 mostrou
nao haver diferenga na migragao de células em normdxia ou em tratamento
com CoCl,. Porém, as células em condi¢cbes de hipdxia apresentaram uma

aumento significativo na migracao (p<0,05).
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Migracéo de melan-a por 4 horas
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Figura 12 - Ambiente hipéxico como fator indutor de migragéao.

Ensaio de 4 horas de migragao por transwell com 10° células por inserto, sensibilizados ou
nao com laminina-1 As células foram colocadas em condi¢cdes de normdxia (Ctl), tratamento
com CoCl;, ou hipodxia (hip). Foram contadas as células que migraram e realizada analise
paramétrica, one way anova, da contagem de campos randomizados em cada inserto. A
analise mostrou uma maior migragdo sob tratamento com CoCl,, seguida de hipdxia e
pouca migragdo em normoxia (p<0,001), na presenca de laminina-1. A auséncia de
laminina-1 ndo permitiu notar diferengas na migragéo das células nas diferentes condigoes

(mostrar no grafico e indicar a significancia com asteriscos).
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Migracao de melan-a por 24horas
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Figura 13 - Hipoxia por periodo prolongado gera perda do efeito indutor de
migracgao.

Ensaio de 24 horas de migragao por transwell com 10° células por inserto, sensibilizados ou
ndo com laminina-1. As células foram submetidas a condigdes de norméxia (Ctl), tratamento
com CoCl;, ou hipdxia (hip). Foram contadas as células que migraram e realizado analise
paramétrica, one way anova, da contagem de campos randomizados em cada inserto. A
analise mostrou ndo haver diferenga na migragéo entre células em normoxia e células
tratadas com CoCl, (p>0,05). Em condicbes de hipéxia houve uma menor migragao
(p<0,001) na presencga de laminina-1. A migracao celular na auséncia de laminina-1, no
entanto, mostrou-se maior em hipdxia (p<0,05), ndo havendo diferenga na migragdo em

normoxia e sob tratamento com CoCls.

Para investigar um possivel papel de galectina-3 soluvel extracelular
na sinalizagdo para migracdo celular em condicbes de normodxia e
tratamento com CoCl,, por 4 horas foi realizado ensaio de migracao em
transwell na presenga de lactose (2 ensaios independentes) (Figura 14). A
lactose € um dissacarideo capaz de interagir com a porgdo C terminal da
galectina-3, inibindo sua ligagdo com receptores de superficie. A sacarose,
também um dissacarideo que nao tem afinidade pela porgao C terminal de

galectina-3, foi utilizada como controle negativo do ensaio. O ensaio mostrou
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nao haver efeito inibitério de lactose na migracao celular nas diferentes
condigdes analisadas (p>0,05), isso implica que a sinalizagdo para migragao

celular é independente da acéo de galectina-3 extracelular.
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Figura 14 - A migracao celular € independente da ac&do de galectina-3

soluvel extracelular.

Ensaio de 4 horas de migragdo por transwell, com 10° células de melan-a. Insertos
sensibilizados ou ndo com laminina-1. As células foram submetidas a um ambiente de
normoxia ou tratadas com CoCl, e adicionados com lactose/sacarose. Quantificagdo foi
realizada por solubilizagdo do corante em SDS e medi¢gao da absorbancia em filtro 595nm.
Nao foi observada diferencga significativa na migragdo celular na presenca de lactose ou

sacarose em nenhuma das condi¢des (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

A secregdo nao convencional de galectina-3 ainda € pouco
conhecida. A galectina-3 € recrutada para a membrana celular,
primeiramente para a membrana interna, e depois transportada para a
membrana externa. Nesse cenario, a galectina-3 pode se apresentar de 3
maneira diferentes: permanecer associada a proteinas/carboidratos/lipidios
da membrana externa; associada a matriz extracelular por interagdo com
proteinas insoluveis; ser liberada para o meio externo, podendo associar-se
a proteinas soluveis. A distribuicdo de galectina-3 nesses compartimentos
permanece em um equilibrio dindmico.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que em condigcdes
de hipoxia essa dindmica de distribuicdo de galectina-3 é alterada. Em
melandcitos murinos imortalizados, ha um aumento da deposicdo de
galectina-3 na matriz extracelular, acompanhado de um aumento
transcricional do gene. Paralelamente, temos uma reducdo da galectina-3
soluvel no meio extracelular. O nivel de galectina-3 soluvel presente na
célula pareceu inalterado, no entanto, apresentou clara alteracdo pos-

traducional do tipo fosforilagdo (Figura 15).
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Figura 15 - Modificagbes na compartimentalizagédo de galectina-3 em
condic¢des de hipoxia.

Esquema mostrando as possiveis compartimentalizagdes de galectina-3 em uma célula (A).
Esquema mostrando quais compartimentos celulares estdo envolvidos em cada separagao
protéica analisada nesse trabalho e como cada um desses compartimentos foram afetada

em relagdo ao acumulo de galectina-3 na situagdo de normoxia (B) e hipdxia (C).

Os melandcitos presentes na pele vivem em uma ambiente com baixa
tensdo de oxigénio (< a 10%), o que permite estabilizacdo de HIF-1a e a
expressao de genes alvo como transportador de glucose 1 (Glut-1). Para
alguns pesquisadores (BEDOGNI e POWELL 2009) o baixo nivel de
oxigénio permite uma significativa redugcéao da produgéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), o que poderia ser um fator protetor a senescéncia

celular. Além disso, a estabilizacdo de HIF-1a colabora com a sobrevivéncia
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e o crescimento de melandcitos. No entanto, o ambiente hipdxico também
pode ser um ambiente propicio a transformacgao celular. Células deficientes
em HIF-1a apresentaram menor capacidade in vitro de transformacao e
diminui¢do do crescimento tumoral in vivo. Além disso, células expressando
HIF-1a de forma estavel levaram a transformacao celular em condi¢gdes de
normoxia e o crescimento de melanomas altamente agressivos in vivo.
(BEDOGNI e POWELL 2009).

Em células ja transformadas, o ambiente hipdxico passa agir como
um fator seletivo, promovendo a progressdo tumoral e aquisicdo da
capacidade metastatica. Em resposta ao ambiente hipoxico, células
transformadas passam a promover a sinalizagdo para angiogénese, facilitam
invasdo pela expressdo de metaloproteinases, facilitam migracédo e
remodelagdo da matriz extracelular (MICHAYLIRA e NAKAGAWA 2006;
VICTOR et al. 2006).

Recentemente foi descrito uma via de estabilizacdo de HIF-1a em
células tumorais independente da concentragdo de oxigénio. Nesse modelo,
a estabilizagdo de HIF-1a é mediada pelo antigeno-11 de melanoma
(MAGE-11). Esse estudo prop6s que MAGE-11 interage com PHD 2,
inibindo sua acao, permitindo a estabilizagdo de HIF-1a e por consequéncia
sua translocagédo para o nucleo e dimerizagdo com HIF-1p3, agindo sobre
genes- alvo (APRELIKOVA et al. 2009).

Assim como ja foi descrito em diversas linhagens tumorais, a

linhagem melan-a apresenta expressao estavel de HIF-1a em condi¢des de
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normoxia. Essa expressdo em melan-a poderia estar associada a ativagao
por outras vias que sejam independentes de oxigénio.

A linhagem de melan-a, quando exposta ao tratamento com CoCl, por
4 horas apresentou aumento da transcricdo do gene Igals3A. O mesmo
aumento nao foi observado nas células submetidas pelo mesmo periodo ao
ambiente de hipoxia. Quando as células foram expostas as mesmas
condigbes por 24 horas o que observamos foi um aumento similar da
transcricdo génica nas duas condi¢gdes. Esses resultados sugerem que a
acao do CoCl, no metabolismo celular seja mais rapido que a sinalizagéo
desencadeada pela baixa tens&o de oxigénio.

Podemos especular que o tratamento com CoCl;, atinge um limite de
transcricdo génica mais rapidamente que aquele observado no ambiente
hipéxico, uma vez que a diferenga observada entre os tratamentos em 4
horas ndo € mais observado em 24 horas. O aumento da transcrigdo génica
de galectina-3 em condi¢gdes de hipoxia por 24 horas ja havia sido
demonstrado em células B16(F10), linhagem de melanoma murino. Foi
demonstrado o aumento da transcricdo de galectina-3 em condigdes de
hipéxia por microarray seguido de validagcdo por PCR em tempo real
(OLBRYT et al. 2006).

A analise protéica de melan-a em condi¢gdes de normodxia, hipdxia ou
tratamento com CoCl;, por 4 ou 24 horas mostraram ndo haver acumulo de
galectina-3 no citoplasma (fracdo soluvel de proteinas). Diferentemente do
nosso achado, células da linhagem BeWo mostraram aumento da expresséo

protéica de galectina-3 quando submetidas a hipéxia (HU et al. 2006). Esse
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achado foi demonstrado utilizando-se a técnica de MALDI-TOF-TOF-MS,
uma técnica mais sensivel para quantificacdo de alteracdo da expressao
protéica.

No meio condicionado das células expostas as diferentes condicbes
por 4 horas houve redugdo de galectina-3 soluvel, quando as células eram
exposta ao ambiente hipdxico. Essa redugdo no acumulo da proteina pode
ocorrer por redugédo de secregao de galectina-3 soluvel, como consequéncia
de uma alteragdo na compartimentalizacdo subcelular, ou por aumento da
deposigdo de galectina-3 no meio extracelular pela célula. Células de
carcinoma de mama apresentam aumento da deposi¢do de galectina-3 no
meio extracelular que auxilia na adesao e espalhamento dessas células em
suspensao (BAPTISTE et al. 2007).

O aumento no acumulo de galectina-3 insoluvel na matriz extracelular
(fracdo insoluvel), apés as células serem expostas a hipdxia ou ao
tratamento com CoCl, por 24 horas, sugere aumento da secregdo de
galectina-3. Diversas fungdes ja foram atribuidas a interagdo de galectina-3
com a matriz extracelular, como adesao célula-célula, ades&o celula-matriz e
a migracao celular. Ja foi demonstrado que alta concentragcdo de galectina-3
na superficie de células tumorais leva a uma redugdo na capacidade de
adesdo dessas células com proteinas da matriz extracelular (laminina-1,
colageno- IV e fibronectina). A perda da ades&o celular parece envolver a
porcdo CRD da galecitna-3, uma vez que a adesdo das células foi
restabelecida na presenga de lactose, mas nao de sucrose (OCHIENG et al.

1998). A remodelacédo da matriz extracelular e a alteragdo da adeséo célula-
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célula é um fator importante na aquisicdo de um fendtipo migratério pela
célula.

MEHUL e HUGHES (1997) mostraram que a secrecéo de galectina-3
para a membrana plasmatica é favorecida com a adi¢cdo de residuos de
aminoacidos passiveis de miristoilacdo e palmitoilacdo na por¢cdo N-terminal
da proteina. Demonstraram ainda que uma vez na membrana, a galectina-3
pode ser secretada para o meio extracelular através de vesiculas. Se a
secrecado de galectina-3 soluvel para o meio extracelular ocorre através de
vesiculas originadas da membrana plasmatica, € possivel imaginar em
nosso modelo, que em condicbes de hipdxia, a secregao por vesiculas
esteja inibida, favorecendo o acumulo de galectina-3 na matriz extracelular e
diminuindo o acumulo de galectina-3 soluvel no meio condicionado.

O ambiente hipoxico € um fator seletivo das células tumorais, sendo
esse ambiente associado a capacidade de metastatizacao e, portanto a uma
mau-prognostico (YANG et al. 2007; BACHMANN et al. 2008).

A prolongada exposigao das células melan-a a hipoxia leva a um
aumento transcricional de galectina-3. Essa proteina recém sintetizada
poderia ser direcionada a matriz extracelular como resposta a adaptagao ao
novo ambiente, levando a uma remodelacdo da matriz extracelular e a
alteragdo na adesdo célula-matriz. Galectina-3 presente na matriz
extracelular pode ser clivada por metaloproteases (NANGIA-MAKKER et al.
2007), um processo que poderia contribuir para a remodelagdo da matriz
extracelular. A clivagem de galectina-3 tem sido associada a mau

prognostico em cancer de prostata e foi sugerida como um marcador
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molecular de agressividade (WANG et al. 2009). Em nosso modelo, no
entanto, ndo observamos formas clivadas de galectina-3 na matriz
extracelular. Outros tipos tumorais devem ser avaliados para formas clivadas
de galectina-3, a fim de determinar qual a especificidade desse possivel
marcador molecular.

Recentemente foi demonstrado que galectina-3 endogena esta
localizada em lipids rafts de membrana de células dentriticas, possivelmente
por interagao proteina-proteina (HSU et al. 2009). Nesse mesmo estudo, foi
demonstrado que células dendriticas deficientes em galectina-3
apresentaram menor mobilidade in vitro e in vivo quando comparada a
células dendriticas que expressavam galectina-3. A migragéo in vitro nao foi
inibida por lactose, corroborando a nogdo de que galectina-3 intracelular
desempenharia um papel controlador do processo de migragéo celular. Os
lipids rafts s&o estruturas na membrana celular com capacidade de
remodelacdo do citoesqueleto, expondo ou escondendo receptores,
propiciando ou inibindo sinalizagdo celular. A presenga de galectina-3
nesses lipids rafts poderia estar contribuindo para a modulacdo do
citoesqueleto de forma a favorecer a migracao celular.

O ensaio de migracéo celular em transwell por 4 horas mostrou uma
maior mobilidade sobre o tratamento com CoCl,, seguida pela exposicéo a
hipéxia. Uma resposta mais rapida ao tratamento com CoCl, quando
comparado a hipdxia corrobora com o que foi observado na transcricéo
génica de galectina-3. Esses resultados de mobilidade, no entanto, foram

observados na presenga de laminina-1, na sua auséncia nao houve
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diferenga de migragdo entre as diferentes condigdes. Nesse ensaio, a
laminina-1 age como um agente haptotatico do processo, permitindo que a
influéncia do ambiente hipoxico sobre a mobilidade da célula seja observado
em periodo curto de tempo. Ja o ensaio de transwell realizado por 24 horas
mostrou ndo haver uma diferenga entre a migracdo em normodxia e o
tratamento com CoCly, além disso mostrou uma menor migragao das células
em hipdxia, na presenca de laminina-1. Aparentemente, o tempo de 24
horas de exposicdo levou a um platd de resposta, onde nao mais
observamos diferengas entre o tratamento com CoCl, e a normdxia.

Diferentemente do que foi observado pelo trabalho de HSU et al.
(2009) os resultados nédo permitem supor uma relagdo direta entre a
galectina-3 presente na matriz extracelular e a migracéo celular. O acumulo
de galectina-3 na matriz foi observado apenas apds 24 horas de exposicéo e
a alteracdo na mobilidade celular foi observada com 4 horas de exposicao as
diferentes condicoes.

A mobilidade das células frente ao tratamento com CoCl; n&o foi
inibida pela ac&o da lactose, sugerindo que a sinalizagdo para migragao é
independente da agdo de galectina-3 soluvel extracelular. Esse mesmo
resultado foi obtido usando-se células de glioma hibridos por IKEMORI
(2009). A lactose é um inibidor pouco especifico de galectina-3. A utilizag&o
de inibidores mais especificos, como lactosaminas, auxiliara no estudo de
possiveis fungbes de galectina-3 extracelular, estes experimentos estédo

sendo realizados.
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Um dos mecanismos de resposta a hipoxia € a estabilizacdo da
proteina HIF-1a. As vias que levam a sua estabilizagdo nao foram
completamente elucidadas, porém ja s&o conhecidas algumas moléculas
que participam do processo. Em condigdes de hipodxia, p38 fosforila Siah2
(Seven in absentia homolog 2 - uma ubiquitina-ligase), que por sua vez ira
ubiquitinar a PHD. A ubiquitinacdo da PHD levara a sua degradacéo
proteossomal, permitindo a estabilizagdo de HIF-1a (NAKAYAMA et al.
2009). Modificagdes pods-traducionais parecem exercer um papel importante
na resposta ao ambiente hipdxico. Esse € um mecanismo de resposta
rapido, que permite a sinalizagdo a uma resposta mais lenta, envolvendo
alteracdes transcricionais.

A fosforilagdo € uma modificagdo pos-traducional ja associada a
galectina-3 em diferentes condigbes. Em fibroblastos de camundongo foi
demonstrado que galectina-3 fosforilada esta localizada no citoplasma e no
nucleo. Ja galectina-3 nao fosforilada aparece quase que exclusivamente no
nucleo (COWLES et al. 1990). Em outro estudo, foi demonstrado que as
células BT-549 (derivadas de carcinoma de mama), € que nao expressam
galectina-3, ndo s&do tumorigénicas. A expresséo de galectina-3 conferiu um
potencial tumorigénico e metastatico a essas células. Foi visto ainda que a
galectina-3 expressa era fosforilada, e quando as células eram transfectadas
com galecitna-3 mutada em serina 6 (incapaz de ser fosforilada) as células
nao apresentaram potencial tumorigénico (MAZUREK et al. 2005). Esses
resultados mostraram que o potencial tumorigénico adquirido pela célula é

dependente da fosforilagdo de galectina-3.
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Eletroforese em duas dimensdes de melan-a submetida a normdxia,
hipéxia ou tratamento com CoCl, mostrou um tendéncia a prevaléncia de
formas de galectina-3 com pl mais basico e uma perda de formas com pl
mais elevado em condi¢cdes de hipdxia quando comparada com normoxia.
Mostramos que essas formas de baixo pl prevalentes em condi¢cdes de
hipdxia sdo modificacbes pos-traducionais do tipo fosforilacdo, uma vez que
as mesmas foram eliminadas apds o tratamento com fosfatase acida. As
formas com ponto isoelétrico mais baixo em normdxia n&o foram
responsivas ao tratamento com fosfatase acida, sugerindo que as
modificagdes pods traducionais observadas nao sdo do tipo fosforilagao.
Notamos ainda que ha mais de uma forma eletroforética de galectina-3
fosforilada, sugerindo multiplos pontos de fosforilagdo na proteina.

O uso de anticorpo especifico contra galectina-3 fosforilada ou ndo na
regido N-terminal da proteina corrobora o achado da eletroforese em duas
dimensdes. Até o momento, nenhum trabalho na literatura de nosso
conhecimento relacionou a fosforilagdo de galectina-3 como resposta a
adaptagao a um ambiente de baixa tensédo de oxigénio.

Em estudo com a linhagem BT-549 transfectada com galectina-3
selvagem ou mutada em serina 6 demonstrou-se que galecitna-3 fosforilada
por caseina quinase-1 € necessaria para a sinalizacido anti-apoptética
(YOSHII et al. 2001). Em outro estudo utilizando o mesmo modelo, foi
demonstrado que a fosforilagdo em serina 6 € uma marcador para
translocagao do nucleo para o citoplasma, onde ira conferir a funcao anti-

apoptotica de galectina-3 (TAKENAKA et al. 2004). Podemos especular que
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as modificacbes observadas em hipdxia estdo relacionadas a uma
subcompartimentalizacao celular da proteina, modulando suas funcgdes.

As diferentes formas eletroforéticas de galectina-3 em normoxia nao
foram eliminadas com o tratamento por fosfatase acida, indicando que a
fosforilagdo ndo é um tipo de modificagdo pds traducional nessas condigdes.
Em condigdes de norméxia, HIF-1a é hidroxilada em prolina pela enzima
prolil hidroxilase. Essa modificacdo € o inicio de uma sinalizacdo que
culminara na degradagédo de HIF-1 a via proteassomo. Galectina-3 é uma
proteina rica em prolina, principalmente na porgcdo N-terminal. Hipotetizamos
se galectina-3 em condigbes de normoxia ndo poderia ser hidroxilada em
prolina, assim como ocorre com HIF-1 a, conferindo o padrao de distribuicao
eletroforética observada na eletroforese em duas dimensdes.

Para verificar se tal modificagdo conferiia mudanga da forma
eletroforética de galectina-3 utilizamos o software ProMoST desenvolvido no
Bioinformatics Research Center and Biotechnology and Biomedical
Engineering Center, Medical College of Wisconsin (HALLIGAN et al. 2004).

Essa ferramenta prevé o ponto de focalizagao isoelétrica e a massa
molecular esperada de uma proteina. Além disso, possibilita a previsdo do
ponto de focalizagcao isoelétrica e a massa molecular esperada da proteina
com modificagdes pos traducionais. As informagdes geradas pelo programa
sdo apresentadas de duas maneiras: um gel hipotético de duas dimensdes;
uma tabela com os pl e as massa moleculares esperadas para cada
condicdo analisada. Simulamos a adicdo de hidroxilagdo em prolina e a

adigao de até trés fosforilagdes em serina na galectina-3 (Figura 16).
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QOutput from ProMoST version 13
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Figura 16 - Simulagdo no ProMoST de alteragdes no ponto isoelétrico de

galectina-3 como consequéncia de alteragbes pos-traducionais.

Foram simuladas dois tipos de modificagbes pds traducionais simultaneamente em galectina-3. A
primeira modificacéo foi a fosforilagdo de serina em até trés aminoacidos de forma simulténea. Foram
plotados os pl esperados para a adigdo de um, dois e trés fosfatos a serina. Cada adigdo modificando
a forma eletroforética de galectina-3 para um pl mais baixo. Nessa modificagdo pods-traducional foi
mantido os pKa sugeridos no programa (6,9 e 1,2). A segunda modificacdo foi a adicdo de uma
hidroxila em prolina. Nesse caso, foi observada uma forma eletroforética de galectina-3 com pl mais
baixo. Para essa modificagdo foi informado que os pKa de hidroxiprolina sdo de 9,73 e 1,92. Para
essa simulagéo foi utilizada a sequéncia de galectina-3 em formato FASTA obtida no banco de dados
de proteinas do NCBI (NP_001139425.1).

Quanto a tabela de resultados gerado pelo programa a primeira e segunda coluna sédo para
identificagéo da proteina. A terceira coluna mostra a massa molecuar esperada da proteina. A quarta
coluna mostra o ponto isoelétrico esperado da proteina. A quinta coluna mostra quantas adigbes de
fosfato foram feitas na proteina. A quinta e ultima coluna mostra se houve (y = Yes) ou ndo ( n = No)
adicao de hidroxiprolina.

A forma eletroforética de galectina-3 com a adicdo de uma
hidroxiprolina apresenta seu pl mais baixo, consistente com o o que foi
observado em eletroforese de duas dimensdes para amostra em normoxia.
As sucessivas adicbes de fosforilagdo a galectina-3 também corroboram
com o observado para as amostra em hipodxia, em que parece haver mais de
uma forma eletroforética em pl mais baixo.

Podemos hipotetizar que, assim como ocorre com HIF-1a, em
condigcbes de normodxia galectina-3 poderia ser hidroxilada, sendo essa
modificagdo uma sinalizagdo que culminaria na degradacédo da mesma. Em
condigcbes de hipodxia, galectina-3 ndo mais seria hidroxilada e nem
degradada, levando ao acumulo de galectina-3 fosforilada.

Para verificar se esses mecanismos estdo ocorrendo duas

abordagens podem auxiliar: bloquear a degradagao proteassomal utilizando

lactasistina e verificando se ha acumulo dessa forma eletroforética;
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imunoprecipitacdo seguida de espectometria de massa para verificar se ha
peptidios hidroxilados. Essas abordagens auxiliariam na elucidagdo de
mecanismos de controle da galectina-3 em condigbes de normodxia e hipdxia.

Trabalho anterior de nosso grupo mostrou que a linhagem Tm1 nao
expressa galectina-3 em decorréncia da metilagdo do promotor. O
tratamento com a agente inibidor de metilagdo 5-Aza-2-deoxicitidina
mostrou-se capaz de induzir a expressdo de novo de galectina-3, porém
uma reexpressao fraca, indicando que ha outros mecanismos envolvidos na
regulagédo de galectina-3 nessa linhagem (TEIXEIRA et. al. 2007). Poderia a
hipdxia alterar a regulacéo de galectina-3 nessa linhagem?

A exposicéo prolongada a hipdxia ou ao tratamento com CoCl, nao
induziu a expressao de novo de galectina-3 na linhagem Tm1. A exposi¢éo a
normoxia ou a hipéxia concomitante com o tratamento de 5-Aza-2-
deoxicitidina n&o apresentou diferenca no acumulo de galectina-3 no
citoplasma. Os mecanismos que regulam negativamente a expressdo de
galectina-3 nessa linhagem parecem nao ser alterados pelos mecanismos
de adaptagao ao ambiente hipdxico.

Células Tm1 transfectadas com galectina-3 (Tm1G3) apresentaram
respostas diferentes a exposicdo a hipdxia a ao tratamento com CoCl..
Quando expostas a hipdxia, da mesma maneira como ocorreu quando
expostas a normoxia, as ceélulas apresentaram acumulo de galectina-3 na
matriz extracelular. O mesmo acumulo ndo foi observado nas células
tratadas com CoCl,, levando a crer que o mecanismo de agao de resposta

ao tratamento com CoCl; e ao ambiente hipdxico sejam diferentes.
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OLBRYT et al. (2006) mostraram por microrray um perfil génico
distinto entre células B16(F10) expostas a hipdxia ou ao tratamento com
CoCl,. Nossos resultados levam a crer que a expressao diferencial de genes
frente a exposicdo a hipdxia e ao tratamento com CoCl, possa influir na
compartimentalizagcdo subcelular de galectina-3 nas diferentes condi¢des.
Outro fator importante a ser considerado € que a galectina-3 presente em
Tm1G3 esta sob a regulagdo de um promotor heterdlogo, enquanto que em
melan-a, galectina-3 esta sob o controle de seu promotor homélogo.

Os resultados obtidos com o uso de CoCl, mostram que em diversas
situagbes esse agente quimico ndo atua como um mimetizador de hipdxia,
como aparece em diversos trabalhos na literatura. IKEMORI (2009)
observaram o mesmo em seus resultados. O agente quimico CoCl, simula

condi¢des de hipdxia apenas parcialmente
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6 CONCLUSOES

Esse trabalho demonstrou que em condi¢gdes de hipdxia ha um
aumento transcricional do gene Igals3a em concordancia com o acumulo da
proteina galectina-3 insoluvel na matriz extracelular. Paralelamente, foi
observado uma redugao de galectina-3 soluvel no meio condicionado. Esses
resultados juntos mostram que o ambiente hipdxico altera o padrdo de
compartimentalizacao dessa proteina.

Além de modificar a dindmica de distribuicdo de galectina-3, o
ambiente hipoxico levou a modificagdes pds traducionais do tipo fosforilacdo
e inibiu outras modificacbes pds traducionais presentes em normoédxia, a
serem caracterizadas.

A linhagem tumorigénica Tm1 ndo expressou galectina-3 de novo
quando submetida ao ambiente hipdxico. Os mecanismos epigenéticos de
regulagcdo do gene de galectina-3 nessa linhagem parecem nao ser afetados
pelas respostas celulares desencadeadas pela hipdxia.

A linhagem transfectada com galectina-3 n&o apresentou alteragéo no
acumulo de galectina-3 heterdloga em condicdes de hipdxia. Nessa
linhagem o controle do promotor exdégeno parece ser independente de HIF.

O CoCl, simula apenas parcialmente o efeito da hipdxia sobre a
célula, sugerindo que haja outros sensores de oxigénio na célula além de

HIF.
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Uma das consequéncias funcionais observadas foi o aumento na
capacidade migratoria da linhagem melan-a, apds curtos periodos de
exposicao a ambientes hipoxicos ou hipdxia-miméticos. Essa migragao é

aparentemente independente da galectina-3 extracelular.
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