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RESUMO

BARROS, E.H.B.Efeito da Hipdxia e/ou privacéo de nutrientes na expressao de
galectina-3 em células neoplasicas de mama: Possivel papel na sobrevivéncia
celular?, 2016.

O microambiente do cancer de mama tem pobre distribuicdo de oxigénio e
nutrientes. Para caracterizar o modelo in vitro e entender o papel de Gal-3 na
sobrevivéncia de células neoplasicas de mama a esse ambiente adverso, linhagens
de céancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, foram cultivadas e submetidas as
seguintes condi¢cdes de estudo: N10, normdxia com nutrientes 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB); N1, normdxia com privacao de nutrientes (1% SFB); H10, hipoxia com
nutrientes (10% SFB) e H1, hipéxia sem nutrientes (1% SFB). A privacdo de
oxigénio foi estabelecida em camara de hipdxia em periodos de 24 e 48 horas. Para
avaliar taxa de morte e ciclo celular, foi utilizada a incorporacdo de iodeto de
propideo (PI) por citometria de fluxo. Para caracterizacdo da influéncia da hipoxia
e/ou privacao de nutrientes na expressao de Gal-3, foi realizada a avaliacdo do seu
transcritro por gqRT-PCR, expressdo da proteina por western Blotting e localizacao
subcelular por imunofluorescéncia. Para avaliar um possivel papel de Gal-3 nas
condicbes do estudo, morte e ciclo celular foram avaliados apoés inibicdo da
galectina-3. Hipoxia com privacao de nutrientes determina aumento na expressao de
transcritos de Gal-3 em 48 horas, com consequente aumento na quantidade da
glicoproteina Gal-3 no mesmo periodo. A privacdo de nutrientes determina a
concentracdo de Gal-3 no nudcleo. Além disso, a inibicdo de Gal-3 secretada
aumenta a populacdo de células mortas, sugerindo a participacdo de Gal-3 na
sobrevivéncia de células MCF-7. Em células MDA-MB-231, a hipoxia aumentou os
transcritos e determinou maior concentracdo intracelular de Gal-3. Hipoxia com
privacdo de nutrientes reduziu com maior significancia a populacdo de células em
GO0-G1. Este estudo demonstrou a modulacdo de Gal-3 no microambiente do cancer
de mama e avaliou a sobrevivéncia de células MCF-7 e MDA-MB-231 mediada por
Gal-3.

Palavras-chave: Desregulacdo do metabolismo energético, Glicobiologia,

carboidrato
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ABSTRACT

Barros, E.H.B. Effect of hypoxia and / or nutrient deprivation in galectin-3 expression

in neoplastic breast cells: possible role in cell survival?, 2016.

The microenvironment of breast cancer has poor distribution of oxygen and nutrients.
To characterize the in vitro model and understand the Gal-3 role in the survival of
neoplastic cells breast this adverse environment, breast cancer cell lines MCF-7 and
MDA-MB-231 cells were grown and subjected to the following conditions study: N10,
normoxia with nutrients 10% Fetal Bovine Serum (FBS); N1, normoxia with nutrient
deprivation (1% FBS); H10, hypoxia with nutrients (10% FCS) and H1, nutrients
without hypoxia (1% FCS). The oxygen deprivation was established in hypoxic
chamber for periods of 24 and 48 hours. To assess rate of death and the cell cycle
was used incorporation of propidium iodide (PI) by flow cytometry. To characterize
the influence of hypoxia and / or nutrient deprivation in Gal-3 expression, the
evaluation of its transcritro by qRT-PCR, protein expression by western blotting and
subcellular localization by immunofluorescence was performed. To assess a possible
role of Gal-3 the conditions of the study, death and cell cycle were assessed after
inhibition of galectin-3. Hypoxia with nutrient deprivation determines increased
expression of Gal-3 transcripts in 48 hours, with a consequent increase in the
amount of Gal-3 glycoprotein in the same period. The nutrient deprivation determines
Gal-3 concentration in the core, independent of the presence of oxygen manner.
Furthermore, inhibition of Gal-3 secreted increases the population of dead cells,
suggesting Gal-3 participation in MCF-7 cell survival. In cells MDA-MB-231, hypoxia
Increased transcripts and determined the higher Gal-3 intracellular concentration.
Hypoxia with deprivation of nutrients reduced with greater significance to the
population of cells in GO-G1. This study Demonstrated the modulation of Gal-3 in the
microenvironment of breast cancer and evaluated the survival of cells MCF-7 and
MDA-MB-231 is Mediated by Gal-3.

Keyword: Deregulation of energetic metabolism, glycobiology, carbohydrate.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cancer representa uma das principais causas de mortes no
mundo. Aumento na taxa de crescimento celular, capacidade de invasao, destruicdo
de tecidos adjacentes, migragdo, angiogénese, resisténcia e evasdo a morte celular
sdo algumas caracteristicas ou capacidades adquiridas pelas células tumorais.
Enquanto um tecido normal possui caracteristicas peculiares que estéo relacionadas
a funcdo que este tecido exerce, a massa tumoral apresenta heterogeneidade
celular. Ou seja, o tumor apresenta caracteristicas do tecido parental bem como
caracteristicas de outros tecidos. Além disso, os tumores sélidos, como é o caso do
cancer de mama, possuem regides com distribuicdo pobre de oxigénio e nutrientes,
0 que dificulta as estratégias terapéuticas de combate ao cancer. A incidéncia do
cancer vem aumentando com os anos. Em 2012, 14 milhdes de individuos foram
diagnosticados com cancer e o nimero de mortos ultrapassou 8 milhdes em todo o
mundo. Em 2020, espera-se que 0 numero de novos casos ultrapasse 23 milhdes
(“WHO | Cancer”, 2015).

No céancer, as células que sofreram o processo de transformacdo maligna
(carcinogénese) podem modular funcdes bioldgicas ao seu favor. Geralmente, essas
células ou grupos de células formam tecidos de massa tumoral (sélidos) com
capacidade, muitas vezes, de se destacar (migracdo) e invadir tecidos adjacentes ou
mesmo distantes do sitio primario do tumor (GUSTERSON; STEIN, 2012).

As metastases, por sua vez, representam a principal causa de morte por
cancer(ARTHMAR et al., 2013).Nesse cenario, o cancer de mama recebe destaque
por apresentar altas taxas de morbi-mortalidade de mulheres no Brasil e no
Mundo(CRUCHO et al., 2015). O diagnostico tardio reduz as chances de cura, ja
gue o curso evolutivo da doenca nesses periodos reflete alto grau de agressividade,

além de probabilidade aumentada de metastases (KUO; LE, 2014)

O céancer de mama € um tumor solido, e como tal, apresenta regides que nao
séo irrigadas adequadamente(PORUK et al., 2014). Isso acontece porque as ceélulas
neoplasicas tém elevada taxa mitética, formando camadas que se distanciam de
vasos sanguineos adjacentes, reduzindo a entrega de oxigénio e nutrientes
(GAILLARD; GARCIA-MUSE; AGUILERA, 2015). Essa condicdo é determinante

15



tanto para a morte de grande parte dessas células, como para o processo de
adaptacdo que leva a sobrevivéncia, relacionada com expressdo de genes que
permitem a adaptacdo metabolica ao ambiente hostil (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

HIF-1a (Fator Induzido por Hipdxia) € uma proteina produzida de forma
constitutiva tanto por células normais quanto por células tumorais e representa a
molécula central de adaptacdo ao ambiente hipdxico. O acumulo e estabilizacédo
desse fator de transcricdo ocorrem na auséncia de oxigénioe modula a expresséo de

varias moléculas, incluindo galectina-3 (SAMANTA et al., 2014).

Galectina-3 € uma glicoproteina que reconhece residuos [(-galactosideos
(MORE et al., 2015). Dentre as 15 galectinas descritas, € a Unica classificada no
subtipo quimera, pois tem a capacidade de ligar-se a outras moléculas de Gal-3,
formando uma estrutura pentamérica (HIRANO et al.,, 2015). Gal-3 possui
capacidade de modular inUmeras etapas da carcinogénese como proliferacédo

celular, adesao, invasao e metastase.

De modo geral, as galectinas tém sido amplamente estudadas, ja que suas
funcbes estdo relacionadas com eventos bioldgicos, tanto fisiol6gicos como
patolégicos (BERARDI et al., 2015). Gal-3 tem sido relatada em diversos tipos de
tumores e suas funcdes foram determinadas de acordo com o tipo de neoplasia, ou
seja, Gal-3 atua de forma particular em cada tipo de cancer (SONG et al., 2014a).
Assim, descrever o0s potenciais mecanismos de modulacdo de Gal-3 no
microambiente hipdéxico e/ou privado de nutrientes no cancer de mama, pode
responder se essa proteina participa do processo de sobrevivéncia da célula

neoplasica ao ambiente hostil.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o papel de Gal-3 na sobrevivéncia de linhagens de células mamarias
neoplasicas (MCF-7 e MDA-MB-231) em ambiente hipoxico e/ou privado de

nutrientes.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a expressdo génica e proteica de Gal-3 em células de linhagem de

cancer de mama em condi¢cdes combinadas de hipoxia e privacdo de nutrientes;

Analisar a localizacdo subcelular de Gal-3, no microambiente hipoxico e/ou

privado de nutrientes;

Analisar os efeitos da Gal-3 no ciclo celular e na sobrevivéncia das células no

microambiente hipdxico e privado de nutrientes.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CANCER

O corpo humano possui trilndes de células que participam de um processo
chamado divisdo celular (DALZIEL et al., 2014). Cada célula possui inUmeros genes,
gue sao responsaveis por fornecer informacdes quanto a organizacdo estrutural,

bem como as atividades desempenhadas por esta célula.

Na transferéncia de informacdo genética, uma célula normal pode sofrer
alteracdes significantes no DNA de seus genes. Essas modificacbes, em ultima
andlise, permitem a entrega de informacdes erradas (BABU et al., 2013). Nesse
sentido, genes denominados protooncogenes, inativos em células normais, séo
ativados e transformam-se em oncogenes, sendo responsaveis pela malignizacdo
das mesmas (BARTON MD, 2014).

O processo de formacgéo do cancer, também conhecido como carcinogénese,
ocorre de forma lenta na maioria dos casos e esta relacionado as interacdes entre
fatores genéticos e ambientais (LAUBLI et al., 2014). Apresenta varios estagios até a
completa transformacdo maligna, onde se pode destacar: (a) estagio de iniciacao,
gue representa o primeiro estagio carcinogénico. Nele, as células sofrem os efeitos
dos agentes carcindgenos que provocam modificagcdes génicas. (b) estagio de
promocao, onde as células que sofreram os efeitos iniciais sdo transformadas de
forma lenta e gradual em uma célula maligna, (c) estdgio de progressao,
caracterizado pela multiplicacdo desordenada de células malignas. Nesse estagio, 0
tumor esta instalado e em desenvolvimento e pode eventualmente se disseminar
(CARVALHO et al., 2014).

Quanto aos fatores de riscos envolvidos no processo de carcinogénese, a
Organizacdo Mundial de Saude apresenta uma lista onde os principais itens sao:
consumo de tabaco; excesso de peso ou obesidade; uma dieta rica em gorduras e
pobre em frutas e legumes; falta de atividade fisica ou sedentarismo; uso demasiado
de alcool; infeccdo por HPV, entre outras doencas sexualmente transmissiveis;

radiacdes ionizantes e ndo-ionizantes, entre outros (“WHO | Cancer”, 2015).
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O cancer é um problema mundial de saude publica, sendo responsavel pelo
namero crescente de mortes tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento e emergentes (SIEGEL, REBECCA L; MILLER; JEMAL, 2016). Em
consequéncia ao processo de industrializagdo, houve uma sincronizagdo das
sociedades em ordem mundial, regendo uma nova definicdo na jornada de trabalho,
no tempo dedicado a nutricdo e consumo de modo geral (GRANADOS-PRINCIPAL
et al., 2015; MEDICAL et al., 2013).

Em 2012, cerca de 14 milhdes de novos casos de cancer foram confirmados
no mundo.Ademais, no mesmo ano foram relatas 8,2 milhdes de mortes e 32,6
milhdes de pessoas vivendo com cancer. Dentre esta mortalidade, os principais tipos
de canceres envolvidos foram: pulméo (1,59 milhdes de mortes); figado (745 mil
mortes); estdmago (723 mil mortes); colorretal (694 mil mortes); mama (521 mil
mortes) e cancer esofagico (400 mil mortes) (GLOBOCAN, 2012).

O céancer nao representa um problema de salude apenas para determinada
regido ou classe social, e ndo acontece somente em regiées mais pobres. Paises
desenvolvidos, paises subdesenvolvidos e emergentes também sdo acometidos.
Conforme os dados apresentados pela Agéncia Internacional de Pesquisa no
Céancer (IARC), pbde-se fazer uma comparacdo entre o Brasil e os paises
desenvolvidos no tocante a incidéncia e mortalidade dos principais tipos de cancer
(Figura 1).

Nos Estados Unidos da América, por exemplo, o cancer € uma das principais
causas de morte. Segundo estimativas, mais de 1,6 milhdes novos casos de
neoplasias sao esperados para o ano de 2016, com quase 600 mil mortes (SIEGEL,
REBECCA L; MILLER; JEMAL, 2016).

A incidéncia e mortalidade de um tipo especifico de cancer podem ser
diferentes quando comparados por sexo. Em geral, as neoplasias acontecem em
homens e mulheres com taxas diferentes (SIEGEL, REBECCA L; MILLER; JEMAL,
2016; SIEGEL, REBECCA et al., 2014), mas existem tumores com maior incidéncia
para determinadogénero. Como exemplo, tem-se o cancer de mama. A glandula
mamaria humana é um 6rgdo que sofre diversas mudancas durante toda a vida,
sobretudo, no periodo pés-natal (MARQUEZ-ACOSTA, 2012). Ha semelhancas
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entre as mamas de homens e mulheres quanto a celularidade e anatomia (RAOUF

et al., 2012). Mas, em determinado momento, com a puberdade, hormbnios sexuais

atuam de forma decisiva nas primeiras diferencas até a formacdo da mama adulta.

Tais particularidades assinalam as diferengas de incidéncia do cancer de mama

entre homens e mulheres.

Ambos o0s sexos

; [0-74 anos]
Regioes mais desenvolvidas Brasil

Prostata
Mama

Pulmao
Colorretal
Colo de utero
Corpo de utero
Estomago
Ovario

Bexiga

Rins

Linfoma nao-Hodgkin
Melanoma

Pancreas

Tireodide

Esofago

Figado

Cavidade Oral
Cérebro

Leucemia

Laringe

10 5 0 5 10

M Incidéncia
GLOBOCAN 2012 (IARC) (255.2015) Mortalidade |

Figura 1. Comparacdo dos principais tipos de cancer entre as regides mais
desenvolvidas e o Brasil para ambos os sexos. Fonte: GLOBOCAN 2012
(IARC). Disponivel em <http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx>.
acesso em 25.06.2015. Adaptado pelo autor
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O cancer possui multiplos estagios de desenvolvimento que apresentam
caracteristicas intrinsecas (NUNNEY; MUIR, 2015). Os Hallmarks séo capacidades
biologicas adquiridas pelas células durante o desenvolvimento do tumor (Figura 2).
Entre essas capacidades, estdo a manutencdo de sinalizagcéo proliferativa, fuga de
fatores de supresséo do tumor, resisténcia a morte celular, inducédo de angiogénese,
imortalidade replicativa, invasdo e metastase, promocdo da inflamacédo, evitar
supressdo do crescimento e desregulacdo do metabolismo (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Sustentacdo
dos sinais
proliferativos Evitar supressdao
do crescimento
Desregulagdo
metabolismo

energetico Evitar destrui¢io

do sistema imune

Resisténciaa

Imortalidade
morte celular —
replicativa
Instabilidade
génomicae Promoggo
mutacdo da
inflamacdo
Indugdo da Ativacdoda
angiogénese invasdoe
metastase

Figura 2. Hallmarks do cancer. Fonte: Weinberg, 2011. Adaptado pelo autor

O tumor possui a capacidade de recrutamento células, aparentemente
normais, que desenvolvem fungdes pré-tumorais, criando o microambiente tumoral
permissivel ao seu desenvolvimento(NUNNEY; MUIR, 2015). Este trabalho esta
inserido no estudo das capacidades de deresgulacdo do metabolismo energético
bem como resisténcia a morte celular. No contexto do metabolismo energético
desregulado, as células tumorais adaptam-se ao microambiente adverso, com
baixas concentracOes de oxigénio e pouca disponibilidade de nutrientes, adquirindo
a capacidade de resistir a morte celular, gracas a ativacao genes responsaveis pelo

controle do pH (CAIX) e captacao de glicose (GLUT-1), por exemplo.
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3.2 CANCER DE MAMA

O céancer de mama estad entre o0s principais tipos de tumores malignos e
recebe destaque pelo grande numero de novos casos a cada ano e pelos altos
indices de morbi-mortalidade (SIEGEL, REBECCA L; MILLER; JEMAL, 2015).
Representa o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e ocorre tanto em
paises desenvolvidos quanto em paises subdesenvolvidos e emergentes
(TAKAHASHI; MIYAZAKI; OCHIYA, 2015). Nos Estados Unidos da América (EUA),
cerca de 230.000 novos casos de cancer de mama séo estimados para o ano de
2015 para ambos os sexos (SIEGEL, REBECCA L; MILLER; JEMAL, 2015). Deste
namero, apenas 2.000 novos casos sao esperados para 0 sexo masculino. No
Brasil, a formagdo do tumor mamario esta relacionada ao processo de
industrializacdo com aspectos ja conhecidos, como: baixa paridade, idade precoce

da menarca e menopausa tardia, obesidade e consumo de alcool.

Devido ao alto impacto social e econdmico, a buscas de biomarcadores que
fornecam valor diagndstico, progndstico e de resposta a terapia para o cancer de
mama €é uma constante. Algumas moléculas atuam como biomarcadores e ja
possuem valores clinicos associados, como os receptores hormonais, marcadores
de proliferacéo celular, fatores de angiogénese tumoral, além de produtos proteicos
de genes supressores ou promotores tumorais (CARVALHO et al., 2014).

O tumor de mama possui um sistema de classificacdo molecular particular,
sendo baseado nas caracteristicas intrinsecas do tumor. E dividido em 5 subtipos:
luminal A, luminal B, triplo negativo, Her-2 e basal-like. Os subtipos mais comuns

sao luminal A e B, que correspondem a 60% dos carcinomas mamarios (CAY, 2012).

Luminal A representa os tumores de baixo grau histolégico, que revelam alta
expressdo de receptores de estrogeno e progesterona, com baixa proliferacdo
celular. Nesse subtipo, a hormonioterapia constitui uma forma eficaz de terapia
adjuvante, sendo o subtipo com melhor valor progndstico. O tipo Luminal B é
segundo mais frequente, e apresenta maior grau histoldgico e maiores taxas de
proliferacdo celular avaliados pelo indice Ki-67 (GUSTERSON; STEIN, 2012).

O subtipo Her-2 ndo apresenta expressdo de receptores de estrégeno e

progesterona, mas expressa 0 oncogene Her-2, conferindo perfil metastatico ao
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tumor devido sua maior agressividade. Os tumores triplo-negativos sdo conhecidos
por apresentar maior resisténcia a tratamentos antineoplasicos e sédo considerados

0s mais agressivos (RUST et al., 2013).

Subtipo Molecular Classificacado com indice de Ki-67
LUMINAL A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
LUMINAL B RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%
SUPEREXPRESSAO DE HER-2 RE-, RP- e HER2+
BASALOIDE RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
TRIPLO NEGATIVO RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

Tabela 1. Classificagdo molecular do cancer de mama. RE, Receptor de Estrogeno.
RP, Receptor de Progesterona. HER2, Receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano. CK5, Citoqueratina 5. EGFR, Receptor do tipo 1 do fator de
crescimento epidérmico. Ki-67, marcador de proliferacéo celular. Fonte: autor.

MCF7 (ATCC® HTB22™) tem classificacdo molecular Luminal A com
receptor de estroégeno positivo (RE+) e receptor de progesterona negativo (RP-) com
capacidade de formar grumos e baixo potencial metastatico. As células MDA-MB-
231 (ATCC®HTB26™) sdo Tripo negativas (RE-, RP- e HER2-) com alta capacidade
de realizar metastase e representam pior valor prognostico. Essas diferencas
determinaram a escolha das linhagens a serem trabalhadas.

Na carcinogénese da mama, o tecido glandular mamario da origem a massa
de tecido tumoral sélidaque apresenta regides centrais irrigadas inadequadamente
ou de forma insuficiente (VASCONCELOS et al.,, 2015) .Nesses locais onde h&
deficiéncia de oxigénio e nutrientes comumente ocorre 0 aparecimento de nucleos
necroticos ou cores necroticos (ZHANG, JUN; LI; LU, 2015).

E no ambiente hipoxico que as células de cancer de mama se
desenvolvem. Alguns fatores transcricionais recebem destaque, como HIF-1, pois
promove a expressao de genes que permitem a adaptacéo das células do cancer de
mama ao ambiente privado em oxigénio (NAGPAL et al., 2015).
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3.3 AMBIENTE HIPOXICO

O céancer de mama é um tumor sélido que apresenta regides centrais com
pobre distribuicdo de oxigénio e nutrientes. que promovem desregulacdo metabdlica
com morte celular por necrose (REGO et al,2014). Contudo, as células localizadas
na regido perinecrotica adaptam-se as condicbes adversas de supressdo de

oxigénio e nutrientes e para tal varias moléculas séo recrutadas.

No campo da oncologia, existe o chamado Warburg effect ou efeito Warburg,
em portugués, que se refere ao numero predominante de células que obtém energia
através de alta taxa de glicélise com consequente fermentacdo de acido latico no
citoplasma. Associado ao efeito esté alta taxa de crescimento celular e malignidade
onde as células tém taxas glicoliticas aumentadas em 200 vezes quando
comparadas com células ou tecidos normais (GATENBY; GILLIES, 2008).

As diferencas metabdlicas séo iniciadas por proto-oncogenes ativados, que se
tornam oncogenes e perpetuam as caracteristicas fisioldgicas e as demais
alterac6es no ambiente tumoral. O oxigénio molecular € o principal carreador dessas
alteracOes, sendo responsavel em comandar a fisiopatologia do tumor (PARKS et
al., 2016).

Devido a intensa atividade metabdlica associada a proliferacdo celular e
progressao tumoral, as células neoplasicas necessitam de um fornecimento
melhorado de nutrientes para suportar sua bioenergética. Porém, € um grande
desafio fornecer mais nutrientes quando ha um cenario caético com distanciamento
de vasos e capilares sanguineos (MCCRACKEN; EDINGER, 2013).

O Fator Induzido por Hipoxia (HIF-1) € um fator de transcricdo que se liga a
regides especificas do DNA chamadas de elementos responsivos a hipoxia. E
formado por duas subunidades, alfa (a) e beta (B) (ZHONG et al.,, 2015). A
subunidade a é uma proteina produzida de forma constitutiva tanto por células
normais quanto células tumorais e a estabilizacdo molecular depende de baixas
concentragcdes de oxigénio, que ocorre com o distanciamento de massa tumoral dos

vasos sanguineos (REGO et al,2014).
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Em condi¢Bes normais de concentragdo de oxigénio, HIF-1a é hiroxilado em
regides especificas denominadas Dominios de Hidroxilagdo de Prolina (PDH), que
permite o reconhecimento pela proteina pVHL (Von Hippel Lindau), sendo
degradado via ubiquitina-proteassoma (Figura 3) (CHOUDHRY; HARRIS;
MCINTYRE, 2016). Na privacdo de oxigénio, o Fator Induzido por hipdxia transloca
para 0 ndcleo e dimeriza com a subunidade beta, tornando HIF-1 ativo e
participando da transcricdo de genes que fomentardo a adaptacdo das células
aumentando a captacao de nutrientes, regulando o metabolismo celular e a remocéao
de residuos metabdlicos (MCCRACKEN; EDINGER, 2013)

A hipoxia tumoral esta relacionada com aumento de potencial invasivo pelas
células neoplasicas e metastases. Clinicamente, a hipdxia esta associada com pior
prognostico para o paciente com aumento da resisténcia a tratamentos quimio e
radioterapicos. (CHOUDHRY; HARRIS; MCINTYRE, 2016; FRAGA et al., 2015;
REGO et al., 2013).

A adaptacdo metabdlica mediada por HIF-1 € relacionada com a transcricao
génica do Fator de Crescimento endotelial vascular (VEGF), responséavel pela
formacdo de novos vasos;Anidrase carbonica 1X (CAIX) para controlar a acidez do
microambiente tumoral; Eritropoietina (EPO) para formacdo de novas hemoglobinas;
Transportador de glicose (GLUT-1) para maior captacao de glicose (FRAGA et al.,
2015). Em adicdo, hipéxia promove expressdo aumentada de Galectina-3
(SEMENZA, 2015).
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Figura 3. Regulacao metabdlica de HIF-1. HIF-1a (Fator induzido por Hipdxia-1 alfa);
OH (Oxigénio); PHD (Dominio de Hidroxilagéo de Prolina); VHL (Von Hippel Lindau);
CA IX (Anidrase Carbobnica); GLUT-1 (Transportador de Glicose); VEGF (Fator de
Crescimento Vascular Endotelial). Fonte: (HOEBEN et al., 2004), Adaptado pelo autor.

Nivel elevado de HIF-1a em carcinoma oral de células escamosas esta
associado com pobre prognéstico, progressao tumoral e metastase linfonodal
(VASCONCELOS, 2015). No cancer de mama, a adaptacdo metabdlica mediada por
HIF-1 fomenta a proliferacao celular e progresséo do tumor (CHOUDHRY; HARRIS;
MCINTYRE, 2016; NAGPAL et al., 2015).

O microambiente do tumor, sobretudo a porcao extracelular é acida devido a
liberagdo de metabdlitos de carater acido, como o gas CO: e &cido latico, além
reducdo de perfusdo de oxigénio gracas ao maior distanciamento dos vasos e
capilares sanguineos (CHOUDHRY; HARRIS; MCINTYRE, 2016).

Proteinas localizadas na regido transmembrana sdo responsaveis pelo
controle ibnico de H* entre as porcdes intra e extracelular. No tumor, as células se
beneficiam do desbalanco no pH: enquanto no ambiente intracelular, ligeiramente
mais alcalino, fungées como proliferacéo celular e fuga a apotose sdo mantidas, no
meio extracelular, a acidez promove degradacdo da matriz facilitando a invasao e
metastase (ROFSTAD et al., 2006).
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3.4 GALECTINA-3

Galectina-3 € uma glicoproteina com aproximadamente 30 kDa que
reconhece residuos B-galactosideos, como o poli-N-acetil-lactosamina. De modo
geral, as galectinas possuem uma regido comum e conservada de aminoacidos em
sua estrutura. Galectina-3 possui um CRD (Carbohydrate Recognition Domain),
dominio de reconhecimento a carboidratos em sua regido C-terminal e um N-
terminal capaz de promover a oligomerizagdo ou multimerizagdo, onde se liga a
outras moléculas de Gal-3 (XIN; DONG; GUO, 2015)

Entre as galectinas descritas e conhecidas (Figura 4), Gal-3 é a unica do
subtipo quimera, pois tem a capacidade de ligar-se a outras moléculas de Gal-3,
formando uma estrutura pentamérica. A pentamerizacdo confere a capacidade de
ligacdo a outras glicoproteinas e 0 reconhecimento simultaneo de diferentes
carboidratos. E considerada como uma proteina multifuncional com funcdes
dependentes de localizacdo celular. Essa molécula encontra-se no meio
extracelular, participando da adesdo celular, interagdes célula-célula, ativacdo
celular e quimioatracdo, e no meio intracelular, promovendo processamento do
RNAm, regulacdo do ciclo celular, apoptose, crescimento celular e diferenciacéao
(CAY, 2012; FORTUNA-COSTA et al.,, 2014). Gal-3 € amplamente encontrada no
nucleo celular, no citoplasma e na membrana celular (XU, YANGYANG et al., 2016)

PROTOTIPO REPETICOES TANDEM QUIMERA

1,2,7,10,13, 14 4,89 12 3

% of |6 “@

Figura 4. Classificacdo das Galectinas em relagcdo ao dominio de reconhecimento
de carboidratos. Fonte:V.L. Thijssen et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1855 (2015)

27



E amplamente encontrada no organismo humano, sendo expressa por tipos
variados de células, tais como: eosindfilos, neutrdéfilos, macréfagos ativados, células
epiteliais do trato gastrointestinal e respiratorio, rins e alguns neurdnios sensoriais
(CAY, 2012; PALAZON et al., 2014). No cancer, Gal-3 desempenha funcgbes
importantes. O N-terminal esta intimamente associado a progressao do tumor e
angiogénese, enquanto o C-terminal promove invasdo do tumor e metastase

((WESLEY et al., 2013).

Além de fungBes dependentes de localizagdo celular, Gal-3 exerce papeis
diferentes em tipos diferentes de cancer. Super-expressao de Gal-3 esta associada
com promoc¢ao do cancer, como melanoma, cancer gastrico, cancer de pulmao,
glioblastoma, linfoma, entre outros (SONG et al.,, 2014a). Por outro lado, a
diminuicdo na expressdo de Gal-3 promoves supressdo de tumores de prostata,
leucemia, pele ndo-melanoma, mama e carcinoma de células renais (XU, Y. et al.,
2016).

Devido a dualidade funcional de Gal-3 e a ampla distribuicdo dessa
glicoproteina em diferentes tipos de tumores, este trabalho priorizou a
caracterizacdo do microambiente do cancer de mama bem como a participacédo de
Gal-3 na sobrevivéncia celular, analisando linhagens com caracteristicas

moleculares distintas.

No desenvolvimento do tumor, Gal-3 modula diversas vias de sinalizacao
(Ras, Raf, MEK, ERK e Notch), regulando a sobrevivéncia celular bem como a
proliferacdo e migracéo (Figura 5). No meio extracelular, Gal-3 promove migracéo de
células tumorais pela comunicacdo com integrinas. Associada a capacidade de
oligomerizacdo, Gal-3 liga-se as células endoteliais e impede a internalizacdo de
VEGFR, regulando negativamente a cascata de ativacdo de angiogénese
(CARDOSO et al., 2016).
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Figura 5. FuncBes de Galectina-3 no microambiente tumoral. Fonte: Cardoso ACF, Andrade
LNS, Bustos SO e Chammas R, (2016). Galectin-3 determines Tumor Cell Adaptative Strategies in
Stressed Tumor Microenvironments Front, Oncol. doi:10.3389/fonc.2016.00127. Adaptado pelo autor.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo das células

As linhagens celulares MCF-7 (Positiva para Receptor de estrogeno, Receptor
de Progesterona e HER-2 e com baixa capacidade de realizar metastases) e MDA-
MB-231 (Negativa para Receptor de estrégeno, Receptor de Progesterona e HER-2
e com alta capacidade de realizar metastases) foram cultivadas em meio RPMI 1640
e Leybovitz L-15, respectivamente, suplementadas com soro fetal bovino (SFB),
HEPES (4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico) e bicarbonato de Sdédio
em estufa de atmosfera Umida a 37°C com 5% de CO2. Segundo a American Type
Culture Collection (ATCC), o cultivo de MDA-MB-231 deve ser feito sem exposi¢ao
da garrafa ao fluxo de CO2.Sendo assim, MDA-MB-231 foram cultivadas em garrafas
sem filtro e permaneceram bem fechadas na estufa. Para o repique das células,
utlizou-se PBS-EDTA e tripsina.

4.2 Ensaios de exposi¢cdo em camara de hipdxia

As células foram submetidas as condi¢des de estudo descritas na Tabela 2. As
placas em condicdo de normédxia foram incubadas em estufa de atmosfera amida a
37°C, enquanto as placas para condicao de hipoxia foram introduzidas em camara de
hipéxia (Billupus-rothenberg — Modular Incubator Chamber) com pO2<1,5%, em
periodos de 24 horas e 48 horas. Na camara de hipoxia, foi admitido um fluxo de
gases Nitrogénio (19L/min) e CO2 (1L/min) para remover o oxigénio. NOs ensaios com
MDA-MB-231, ndo houve infusdo de gas COs..

SIGLA CONDICAO

N10 Normoéxia com nutrientes (10% SFB)

N1 Normoxia com privagéo de nutrientes (1% SFB)
H10 Hipéxia com nutrientes (10% SFB)

H1 Hipoxia com privacdo de nutrientes (1% SFB)

Tabela 2. Lista de condi¢cbes de estudo e suas respectivas siglas. SFB: Soro
Fetal Bovino
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4.3 Anadlises de expresséo génica de gal-3 por PCR em tempo real

As células foram submetidas ao procedimento de extracdo de RNAmM com
Trizol® ReagentLifesTechnologies™, onde foram homogeneizadas com auxilio do
Vortex. Em seguida, as amostras ficaram 5 minutos a temperatura ambiente para
separacdo do complexo nucleo-proteina. Cerca de 200ul de cloroférmio foram
adicionados para ajudar na separacdo. As amostras foram entdo centrifugadas
(14.000 RPM por 20 minutos) e a fase translicida superior foi recuperada com
auxilio de pipeta automatica Eppendorf®. Em seguida, foram adicionados 500ul de
Isopropanol para precipitacdo do RNA e as amostras permaneceram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente. Novamente, as células foram centrifugadas e o
sobrenadante recolhido com auxilio de pipeta automética. Cerca de 1 mL de etanol
75% foi adicionado e as amostras foram novamente centrifugadas. O sobrenadante
foi delicadamente desprezado e o pellet de RNA foi diluido usando-se agua livre de
RNAase.A quantificacdo espectrofotométrica foi realizada em NanoDrop
2000Thermo Scientific™. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNAse
(30%). SuperScript Il (invitrogen) foi utilizado para sintese de cDNA como descrito
pelo fabricante. As reacdes qRT-PCR foram realizadas no StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems™).

4.4 Extracao de proteinas

Cerca de 1x108 células foram adicionadas em garrafas de cultura 25cm? e
submetidas as condi¢des de estudo. Em seguida, foi adicionado o tampéao de lise -
fracdo citoplasmatica para extracdo de proteinas. O volume total foi recolhido e
centrifugado. O sobrenadante foi classificado como fracdo citoplasmatica e o pellet
foi resuspendido em tampao de Lise - fracdo nuclear e centrifugado novamente,
sendo este novo sobrenadante classificado como de fracdo nuclear. As fracdes
foram homogeneizadas para dosagem de proteinas usando o kit de
guantificacdoPierce® BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific™. Para leitura das
amostras, foi utilizado um leitor de microplacas (Bio-RAD® USA) utilizando-se filtros
de 570nm.
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4.5 Gel de Poliacrilamida e Western Blotting

Apoés a extracdo e quantificacdo de proteinas, foram realizadas andlises de
proteinas separadas de acordo com sua massa molecular aparente (SDS-PAGE
10%). Em seguida, 0s extratos proteicos separados foram transferidos para a
membrana PVDF (Hydrophobic polyviniylidene difluoride, Amershan) para o blotting.
A membrana foi incubada com anti galectina-3 e anti beta-actina (1;1000), sendo
depois utilizados os anticorpos secundarios anti-rato para galectina (1:2000) e anti-
camundongo para actina (1:2000) conjugados com peroxidase, respectivamente. A
revelacdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blottingsystem da

GE. A beta-actina foi utilizada como controle normalizador.

46 Imunofluorescéncia

Laminulas de 13mm de diametro foram previamente autoclavadas e inseridas
em placa de 24 pocos para plagueamento de 2x10* células por poco.
Posteriormente, todas as placas foram condicionadas em estufa com CO:2 5% a
37°C. Apos a aderéncia das células nas laminulas, o condicionamento foi realizado..
Ainda nos pocos, as laminulas receberam 500ul de paraformoldeido 7% para fixac&o
das células por 15 minutos. Apés fixacao, as laminulas foram lavadas 3 vezes com
500ul de PBS e as células foram permeabilizadas com 300ul de TRITON-X-
100/PBS 0,2% por 5 minutos. ApoOs lavagem com PBS, as laminulas foram
removidas dos pocos a solucdo de bloqueio (PBS-BSA 5%) foi adicionada com
incubacédo por 1 hora. ApGs o periodo de bloqueio, o anticorpo primario monoclonal
anti Galectina-3 (Santa Cruz Biotechnology, sc-23938)1:100overnight. As laminulas
foram lavadas 3 vezes com PBS-BSA 0,5% por 10 minutos. O anticorpo secundario
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina FITC (Vector Laboratories) na diluicdo
1:100 foi adicionado, no escuro, em camara Umida por 2 horas a temperatura
ambiente. As laminulas foram lavadas 3 vezescom PBS-BSA 0,5% por 10 minutos e
contracoradas com DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) diluido em
PBS-BSA 5% porl5 minutos. As laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS-BSA
0,5% por 10 minutos. O volume da ultima lavagem foi mantido para que né&o

houvesse secagem das laminulas enquanto as laminas foram montadas.
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Previamente, as laminas permaneceram 24 horas em solucdo de etanol 70% para
remocdo de possiveis interferentes. Com as laminas secas, adicionou-se uma gota
de etelan. Com ajuda de uma agulha e uma pinca, retirou-se o excesso de PBS-BSA
0,5% em papel absorvente e a face da laminula com célula foi colocada sobre a gota
de etelan. A extremidade da laminula foi vedada com esmalte e as laminas foram
montadas protegidas da luz. Por fim, as laminas foram analisadas em microscopio

de fluorescéncia FLoid® cell imaging station (Life Technologies).

4.7 Ensaios de Inibicdo de Gal-3

Cerca de 5x10° células foram inseridas em placas de 6 pocos. Apés o periodo
para adesdo das células as placas as células foram submetidas as condi¢bes de
estudo com 25 mM de lactose ou 25 mM de sacarose ou M338 (Anticorpo
monoclonal anti-gal-3 sem azida) foram adicionados em cultura. As placas foram
submetidas ao condicionamento descrito no item 4.2. Por fim, as células foram

processadas conforme descrito no item 4.8.

4.8 Ensaio de morte e avaliagao do ciclo celular

Aproximadamente, 5x10° células foram plagueadas em placas de seis pocos,
submetidas as condi¢cdes de estudo. As células passaram por processo de repique
com PBS e tripisina, e foram fixadas em etanol 70% e mantidas em freezer -30°C até
0 procedimento de incubag¢do com iodeto de propideo (Pl). As amostras com etanol
70% foram centrifugadas (2800 RPM durante 5 minutos). Em seguida, foram lavadas
com PBS 1x e centrifugadas novamente. Por fim, as amostras foram incubadas com
solucao Pl (200uL por 30 minutos). Apds o periodo de incubacao, as amostras foram
admitidas no aparelho citémetro de fluxo (BD Accuri ™ C6). Os processos de morte
e ciclo celular foram avaliados pela incorporacédo de iodeto de propidio ao DNA no

software BD CSampler.
4.9 Analise estatistica

Todo os dados foram processados e a analise estatistica dos resultados foi

realizado no software GraphPad Prism 6 pelo teste Two-Way ANOVA.
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ABSTRACT

Galectin-3 is a glycoprotein required in conditions of low oxygen tension and nutrient
deprivation and is involved in cell growth and proliferation, migration, metastasis and
apoptosis escape. The microenvironment of solid tumors has a distant regions of
blood vessels and capillaries, making the perfusion of oxygen in that tissue low as
well as the proper distribution of nutrients and effective removal of metabolites. To
characterize the microenvironment of breast cancer and the influence of hypoxia and
/ or nutrient deprivation in Gal-3 expression, the evaluation was carried out of his
transcribed by gRT-PCR, protein expression by western blotting and subcellular
localization by immunofluorescence. Furthermore, the percentage of death and cell
cycle were assessed. Gal-3 inhibition assays were performed to evaluate the role of
this glycoprotein in survival of breast cancer cells in hypoxic microenvironment and
private nutrients. The results suggest that hypoxia with nutrient deprivation
determines the increase in gene expression and protein of Gal-3 and intranuclear
concentration of galectin-3, however, nutrient deprivation is more limiting that hypoxia

in Gal-3 modulation in microenvironment of breast cancer. The inhibition of Gal-3 by
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addition of monoclonal antibody caused a significant increase of cell death. Together,
these results suggest that Gal-3 promotes the survival of cells MCF-7 in adverse

environment regardless of its lectin functions.

Keywords: Cancer, Starving, Glycobiology
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INTRODUCTION

Cancer is a leading cause of death worldwide. Increase in the rate of cell
growth, invasiveness, destruction of surrounding tissue, migration, angiogenesis,
strength and avoidance of cell death are some characteristics or capabilities
acquired by tumor cells (CAVALLO et al.,, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015;
HANAHAN; WEINBERG, 2011; LIANG et al., 2015).

While a normal tissue has peculiar characteristics that are related to the
function that performs this tissue, the tumor presents cellular heterogeneity
present. That is, the parental tissue tumor has characteristics as well as
characteristics of other tissues. Breast cancer has clinical, morphological and
biological heterogeneity (CIRQUEIRA et al., 2011). Therefore, there is a peculiar
classification for this type of tumor, according to the invasiveness, histology,
immunohistochemistry evaluation and tumor stage (MARQUEZ-ACOSTA, 2012).

In addition, solid tumors, such as breast cancer, have regions with poor
distribution of oxygen and nutrients that offering resistance and reduce the
effectiveness of therapeutic strategies in the fight against cancer (FURNARI et al.,
2015).Low oxygen pressure or tissue hypoxia promotes solid tumors via Hypoxia-
Induced Factor. HIF-1 is a transcription factor that regulates the cellular response
to hypoxia and acts as a key in oxygen homeostasis regulating (REGO et al.,
2013). Formed by an alpha (a) and beta () subunit that depends on the absence
of oxygen to stabilize and become active (CARDOSO et al., 2016).

The hypoxia-induced factor determines the activation of genes important in
metabolic adaptation to shortage of oxygen, controlling the expression of proteins
associated with angiogenesis, glycolysis, cell invasion, apoptosis, erythropoiesis,

vascular tone, pH regulation and drug resistance (PARKS et al., 2016).

Among the genes regulated by hypoxia there is LSGAL-3 gene that express
galectin-3. Gal-3 is a glycoprotein with 32 to 35 kDa capable of recognizing (-
galactoside residues. This protein has an N-terminal and a carbohydrate
recognition domain which allow to regulate numerous biological functions
(CALIFICE et al., 2004; CARNERO; LLEONART, 2016).
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It is located in the cytoplasm and nucleus where it promotes cell survival. Also,
Gal-3 prevents the activation of the intrinsic apoptosis pathway and promotes cell
proliferation (HANN et al., 2011). In the extracellular environment, Gal-3 important
modulates interactions between epithelial cells and the extracellular matrix
(NAKAJIMA et al., 2016). Furthermore, this galectin modulates cell adhesion and
tumor progression. We propose to evaluate the Gal-3 modulation in the hypoxic
microenvironment and / or deprived of nutrients and cell survival in breast cancer
mediated by Gal-3.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture. MCF-7 cells (ATCC® HTB-22™) (human breast adenocarcinoma),
positive estrogen receptor, negative progesterone/Her-2 receptor were grown in
RPMI 1640 medium (Gibco®, UK) supplemented with serum fetal bovine (FBS)
(Gibco®, UK), HEPES (Gibco®, UK) and bicarbonate of sodium in humid
atmosphere oven at 37°C with 5% CO2. For subculture of cells was used PBS-
EDTA and trypsin.

Submission conditions of hypoxia and / or nutrient deprivation. The cells
were subjected to the submission conditions of hypoxia and / or nutrient
deprivation. N10 was control condition of the study because it has all normal
cultivation conditions (21% of oxygen and 10% FBS). N1 was cultured in
normoxic condition and nutrient deprivation (1% FBS). H10 was cultured in
hypoxia with nutrients (1% of oxygen and 10% FBS) and H1 is the combined
condition of hypoxia with nutrient deprivation. The normoxia was established in
normal conditions of cultivation, as previously described. The condition of hypoxia
was obtained in the hypoxic chamber (Del Mar, USA). To determine the ideal
pressure of the study, was used an oxygen sensor (CAP 3000, Dréeger,
Germany), with pO2<1,5%.

Extraction of mRNA and gene expression by qRT-PCR. Approximately
5x10°cells were placed in plates of six wells in triplicate. For the procedure of
extraction of mMRNA was used the Trizol® Reagent Lifes Technologies™. After the
guantification of mMRNA by NanodropTM 2000, the synthesis of cDNA was
performed using SuperScript Il (Invitrogen) as described by the manufacturer.
The reactions gRT-PCR were carried out with the
ATGTCACCAGAAATTCCCAGTT primer. The reaction occurred in the
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™).

Extraction and protein dosage. Approximately 1x10° cells were added into the
25cm? culture flasks and subject to the conditions of the study. After washing with
PBS, was added to the lysis buffer for extraction of proteins. The cytoplasmic and

nuclear fractions were homogenized and quantified by kit Pierce® BCA Protein
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Assay Kit Thermo Scientific™. For reading samples, it was use microplate reader
(Bio-RAD®, USA) using filters of 570nm.

Western blotting. After extraction and quantification of proteins were carried out
analyses of proteins separated according to their molecular weight-apparent
(SDS-PAGE 10%). Then, the extracts proteins separated were transferred to the
membrane PVDF (Hydrophobic polyviniylidene difluoride, Amershan) for blotting.
The membrane was incubated with the primary antibody monoclonal anti
galectina-3 (Santa Cruz Biotechnology, Clone 9C4) and anti-Beta-actin (sc-
47778, Santa Cruz Biotechnology). Then, was added the secondary antibodies
anti-mouse (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) conjugated with peroxidase. The
revelation of the membrane was carried out using the Amersham ECL Western

Blotting Detection Kit. Beta-actin was used as a control normalizer.

Immunofluorescence for Gal-3. 2x10* cells were plated on cover slips 13mm in
diameter and subjected to the conditions of the study. After fixing the cells with
Paraformaldehyde 7%, procedure for detection of Gal-3 was performed. It was
used the primary antibody monoclonal rat anti-Gal-3 (M3/38) (Santa Cruz
Biotechnology) and secondary antibody anti-rat conjugated to Fluorescein (FITC)
(Vector Laboratories). The nuclei of the cells were marked with DAPI and
analyzed under fluorescence microscope (FLoid® cell imaging station (Life

Technologies).

Gal-3 inhibition assays. 5x105 cells were placed in 6-well plates. After the
period for cell adhesion to the plates, 25 mM lactose, 25 mM sucrose and M338
(1:1000 monoclonal antibody M338 without azide) were added in culture. The
plates were subjected to the conditioning described in item 2.2. Finally, the cells

were processed as described in item 2.8.

Analysis Death and the cell cycle. Approximately, 5x10° cells were placed on
six wells plates in triplicate, subject to the conditions of the study in periods of 24h
and 48h. After treatment with trypsin, the cells were washed with PBS and fixed in

ethanol 70%. After fixing, the cells were incubated with 20 pg/mL of lodide of
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Propideo (PI), 200 pug/mL of RNAse for 30 minutes protected from light. The
samples were allowed in flow cytometer (BD Accuri™ C6) and analysed by the

incorporation of propidium iodide to the DNA in the software BD CSampler™,

Statistical analysis. All the data Were processed and the statistical analysis was
Performed by Two-Way ANOVA in GraphPad Prism software 6. P values: * p
<0.05 ** p <0.01 *** p <0.001. # P values for comparisons between H1 and N1

conditions
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RESULTS

Hypoxia combined with deprivation of nutrients promotes an increase in Gal-3
transcripts in MCF-7 cells

To assess the rate of Gal-3 expression in breast tumor microenvironment,
gRT-PCR reactions were performed. The values obtained were compared with
the condition control study, 24N10. Within 24 hours hypoxia combined with
increased nutrient deprivation determined three (3) times the transcriptional rate
of Galectin-3 (Figure 1).

In 48 hours, the level of Gal-3 transcripts remained at baseline threshold.

Normoxia 10% SFB
Normoxia 1% SFB
Hypoxia 10% SFB
Hypoxia 1% SFB

gooo

2"-DDCT Gal-3
N
1

Figure 1. Analysis of Gal-3 gene expression in MCF-7 line. N10 (normoxia with 10% Fetal
Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10 (Hypoxia with 10% Fetal Bovine
Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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Hypoxia with nutrient deprivation increases Gal-3 expression in breast cancer

cells

N10 was used as control. To assess the relative quantity, B-actin was

normalizer control (Figure 2A).

At time 24 hours there were no modulation of the amount of protein (Figure
2B).

However, in time of 48 hours, the relative amount of Gal-3 increases
excessively in conditions where there nutrient deprivation. When isolated, nutritional
deprivation determined an increase of 2.3 times relative to N10 condition (Figure 2B).
When there was combination of nutrient deprivation to hypoxia, MCF-7 cells
expressed Gal-3 four times more when compared with normoxia with nutrients

condition.

A 24 HORAS 48 HORAS

N10 N1 H10 H1 N10 N1 H10 H1

43 kDA —
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|—||_||_||_| -
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Q N Q N Q N Q
SN RN S

24 hours 48 hours

Figure 2. Analysis of Gal-3 protein expression in MCF-7 line. (A) In 24 hours, there was no
modulation in the expression of Gal-3. However, in the period of 48 hours deprivation of nutrients
has determined an increase in the expression 2 times, while hypoxia with deprivation of nutrients
promoted increase of 4 times compared to the control (B) The relative amount of Galectin-3 was
calculated from the ratio of each condition for normalizing gene, B-actin. N10 (normoxia with 10%
Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10 (Hypoxia with 10% Fetal
Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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Hypoxia and nutrient deprivation determine the intranuclear localization of Gal-3

Immunofluorescence assays were performed for the intracellular localization of
Gal-3. The pictures show large Gal-3 the distribution within the cell in the
cytoplasm and in the nucleus, particularly where there was deprivation of oxygen
and nutrients (Figure 3B) in a 24 hours period. Nutritional deprivation determined
Gal-3 accumulation in the nucleus, as can be seen in Figure 3E. Isolated hypoxia
showed similar distribution with the control (24N10) seen in Figure 3H. However,
the combined condition of hypoxia and nutrient deprivation determined higher

concentration of Gal-3 intranuclear (Figure 3K).

DAPI FITC DAPI+FITC

24H10 24N1 24N10

24H1

Figure 3. Immunofluorescence Assay in MCF-7 cells submits to 24 hours period. MCF-7 cells
were labeled with FITC (B, E, H and K) in time of 24 hours. DAPI nuclear staining was used as
control (A, D, G and J). C, F, | and L are superimposed images of DAPI and FITC (Merge). N10
(normoxia with 10% Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10
(Hypoxia with 10% Fetal Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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In the 48 hours samples, the control condition (Figure 4B) showed cytoplasmic
and nuclear staining for Gal-3, but with a higher relative amount in the cell
nucleus compared with the control (24N10) (Figure 3B). The nutrient deprivation
determined increase in Gal-3 nuclear as noted in 24 hours (Figure 4E). The cells
subjected to hypoxia to increase the staining intranuclear Gal-3. However, the
combined hypoxic condition in nutrient deprivation states Gal-3 concentration in

the cell nucleus.

DAPI FITC DAPI+FITC

48H10 48N1 48N10

48H1

Figure 4. Immunofluorescence Assay in MCF-7 cells in a 48 hours period. MCF-7 cells were
labeled with FITC (B, E, H and K) in time of 48 hours. DAPI nuclear staining was used as control (A,
D, G and J). C, F, I and L are superimposed images of DAPI and FITC (Merge). N10 (normoxia with
10% Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10 (Hypoxia with 10%
Fetal Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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Gal-3 role of evaluation in survival of MCF7 cells

With the addition of sugars to the conditions proposed in this study, it was
possible to evaluate the percentage of death (Figure 5) as well as the cell cycle
(Figure 6) in populations of MCF-7 cells by flow cytometry. Lactose (LAC) and
Saccharose (SAC) were added carbohydrates in culture. Furthermore, a monoclonal

antibody specific for Gal-3 (M338) was added into the cell culture.

In 24 hours, the addition of monoclonal antibody M338 determines significant
(p <0.01) in the population of dead cells in hypoxic condition combined with nutrient
deprivation (Figure 5a). At time 48 hours, adding M338 promoted more significant

percentage of cell death (p <0.001) (Figure 6b).

The data obtained were compared between the conditions and the control
24N10.
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Figure 5. Analysis of cellular death in MCF-7 cells after the addition of lactose, sucrose and
M338. MCF-7 cells incubated analysis with propidium iodide (PI) in time of 24 hours (A) and 48
hours (B) by flow cytometry. All comparisons were made between the conditions with control 24N10.
** p < 0,01 ** p <0,001. # comparison between N1 and H1 in 24 and 48 hours. # p < 0,05 ### p <
0,001. N10 (normoxia with 10% Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum);
H10 (Hypoxia with 10% Fetal Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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Gal-3 role of evaluation in cell cycle of MCF7 cells

Within 24 hours, the addition of monoclonal anti Gal-3 (M338) induced an
increase in the arrest of cells in GO-G1 in all conditions observed while LAC and SAC
no differences compared to control (Figure 6a). In the S/G2/M phases of the cell
cycle, the addition of too much M338 induced reduction of cell population in time of

24 hours in all conditions observed but there was no significance (Figure 6a).

At time 48 hours, the addition monoclonal antibody M338 determined increase
in the recruitment of cells (arrested) in the GO-G1 phase. Hypoxia with nutrient
deprivation determines a significant increase of cells in phases S / G2 / M cell cycle
(p <0.001) (Figure 6b)
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Figure 6. Cell cycle analysis in MCF-7 cells with the addition of lactose, sucrose and M338.
MCF-7 cells incubated analysis with propidium iodide (PI) in time of 24 hours and 48 hours by flow
cytometry. (A) Analysis of cells at the 24 hours; (B) Analysis of cells at the 48 hours. All comparisons
were made between the conditions with control 24N10.*** p <0,001. N10 (normoxia with 10% Fetal
Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10 (Hypoxia with 10% Fetal Bovine

Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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Nutrient deprivation determines increase of death in breast cancer cells.

In MCF-7 cells, cell death analysis by flow cytometry study allows to evaluate
the control condition (N10) caused a rate of 8.6 + 1.6% of dead cells in 24 hours
(24N10), while 4.2 £ 3% cells died within 48 hours (48N10) (Figure 7). Comparing
the percentage rates of cell death between the conditions in the period of 24
hours, we observed that the nutritional deprivation (24N1) isolated accounts for
19% =+ 15 dead cells, while 24H10 has 12.6% =+ 4, followed by 9.4% in combined

condition of hypoxia and nutrient deprivation (24H1).

Within 48 hours, it was observed that the nutritional deprivation promoted the
highest percentage of death when compared to oxygen deprivation (Figure 7).
You can see that the lack of nutrients associated with increased exposure time of
cells to the hostile environment, increases the percentage of death, which can be
featured in in 48H1. This condition promoted the highest percentage of death
cells with 25%.
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Figure 7. Analysis of death by incorporation of propidium iodide in MCF-7 cells in periods of
24 hours and 48 hours. N10 (normoxia with 10% Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal
Bovine Serum); H10 (Hypoxia with 10% Fetal Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine
Serum).
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Nutrient deprivation determines a reduction of MCF-7 cells in GO-G1 phases

The characterization of events in the cell cycle and its kinetics were assessed
by flow cytometry. The data for each condition were compared with the control
(24N10). At time 24 hours, N1 promoted a reduction of cells in S/G2/M phases of
the cell cycle (p < 0,05). The cells subjected to hypoxia determined significant

reduction in the population of cellsin S/ G2/ M (p <0,05).

In 48 hours, the population submitted to hypoxia achieved percentage
increase in GO-G1 and in S-G2-M both compared to the control (48N10) (Figure
8B) but no significance. The nutrient deprivation determined reduction in the
population of cells in GO-G1 at normal oxygen concentration and hypoxic

conditions but no significance.
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Figure 8. Cell cycle analysis on MCF-7 cells in periods of 24 hours and 48 hours. MCF-7 cells
incubated analysis with propidium iodide (PI) in time of 24 hours (A) and 48 hours (B) by flow
cytometry. All comparisons were made between the conditions with control 24N10. * p < 0,05. N10
(normoxia with 10% Fetal Bovine Serum); N1 (normoxia with 1% Fetal Bovine Serum); H10
(Hypoxia with 10% Fetal Bovine Serum); H1 (Hypoxia with 1% Fetal Bovine Serum).
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DISCUSSION

In this study, we investigated the profile of galectina-3 in the survival of cells of
breast cancer lines MCF-7 (receptor estrogen positive) and MDA-MB-231 (triple
negative), and the involvement of this glycoprotein in the survival cell.

The microenvironment of solid tumors presents distant regions of vessels and
blood capillaries, hindering the perfusion of oxygen in tissue, as well as the
appropriate distribution of nutrients and the efficient removal of metabolites
(CARDOSO, A. C. F. et al.,, 2016; CARNERO; LLEONART, 2016; ZENG et al.,
2007). Tumor cells ensure the perpetuation of his lineage through a metabolic
adaptation mediated by the expression of several genes, which allows the immortality
of mobile phone (CARNERO; LLEONART, 2016).

Gal-3 is a glycoprotein widely distributed and expressed by many types of
lineages of tumor: breast (REGO et al., 2013), esophagus (LIANG, N. et al., 2015),
kidneys (XU, Y. et al., 2016), stomach (SUBHASH; HO, 2016), thyroid (HARAZONO
et al., 2015), among others (SONG, L.; TANG, J. Wu, et al.,, 2014). Galectin-3 is
present in the cytoplasm, nucleus and plasma membrane, and may migrate to the
mitochondria or be secreted to the extracellular medium (FUNASAKA; RAZ;
NANGIA-MAKKER, 2014). Their functions are dependent on subcellular location and
of the pathology in Which it is inserted, being requested for Promoting or suppressing
tumor growth, apoptosis or escape from apoptosis, for example (SONG et al., 2014b;
ZHANG, HAO et al., 2014).

The analysis of gene expression in cells MCF-7 demonstrated the expression
of transcripts of Galectina-3. Hypoxia with deprivation of nutrients promoted higher
expression of transcripts of Gal-3 with an increase of 3 (three) times in relation to the
control 24N10. The data obtained indicate that the gene expression of Gal-3 is an
immediate recourse to adaptation of cells in conditions of hypoxia and deprivation of
nutrients. Other researchers have observed overexpression of transcripts of Gal-3 in
their models (HANN et al., 2011; LU et al., 2016).

In the same experimental model, using cells NG97ht (glioblastoma), it was
observed that the transcripts of Gal-3 increased in the deprivation of nutrients,

reaching the highest values in 24 hours with a reduction at 48 hours (IKEMORI et al.,
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2014). In accordance with previous results obtained by our research group, in cells
Mia PaCa-2 (pancreatic cancer), it was observed that deprivation of nutrition has
determined the increase of transcripts of Gal-3 in 48 hours; unlike, in PANC-1
(pancreatic cancer), hypoxia isolated promoted increase in the requisition of Gal-3
with increase in the relative amount of transcripts of this glycoprotein.

Galectin-3 is a glycoprotein required for cellular stress situations (hypoxia and
nutrient deprivation) being activated via HIF-1 and NF-kB (Cardoso, A. C. F. et al,
2016;.. IKEMORI et al, 2014).

To assess modulation Gal-3 expression, we performed Western blotting assays.
Our results confirm the overexpression of Gal-3, indicating that hypoxia with
deprivation of nutrients promotes modulating the levels of transcripts and Gal-3
proteinin the 24 hours. Together, these results indicate that tumor microenvironment
hypoxic and / or deprived of nutrients modulates the expression of Gal-3 in breast

cancer cells.

Because of the duality of functional Gal-3, we performed immunofluorescent
assays to detect and determine the subcellular localization of this glycoprotein in

breast tumor microenvironment.

In MCF-7 cells, our results Indicate the widespread diffusion of Gal-3 in the
intracellular compartment, being found in BOTH the nucleus and the cytoplasm.
However, we note que removing the nutritional supplementation (Fetal Bovine
Serum), Gal-3 was more staining with fluorescent intensity in the nucleus, BOTH in
the presence of oxygen (N1) and in hypoxia (H1). In relation to time, we observe that
the 24-hour period provides a fluorescent intensity higher than the period of 48 hours,
but with the deprivation of nutrition leading to greater concentration of nuclear Gal-3.
The data suggest that Gal-3 subcellular localization is modulated in the
microenvironment of breast cancer. Nutrient deprivation was limiting for Gal-3 nuclear

concentration in MCF-7 cells.

Gal-3 nuclear expression in prostate cancer was associated with a decrease in
cell proliferation and overexpression cytoplasmic anti apoptotic effects, increased cell
growth and proliferation, invasion and angiogenesis (Califice et al., 2004,
FUNASAKA; RAZ; NANGIA- MAKKER, 2014).
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Several authors have employed efforts in the inhibition of Gal-3 assessing effects
such as inhibition of anchorage independent growth, invasion and tumor progression
(IKEMORI et al, 2014; LU et al, 2016; Xu, Y. et al, 2016). To evaluate the influence
of this biomolecule in several diseases, including cancer. In order to evaluate the
Gal-3 participation in survival of breast cancer cells, we inhibited extracellular

Galectin-3 with the addition of lactose, sucrose and a monoclonal antibody.

Gal-3 is a lectin with the ability to Recognize residues of B-galactosides and has
N-terminus rich in glycine, proline and lysine and a C-terminal that represents the
domain of recognition for carbohydrates (CRD) (CARDOSO et al., 2016; SANT'ANA
et al.,, 2011). Lactose and sucrose are recognized by the C-terminal Gal-3
(FUNASAKA; RAZ; NANGIA-MAKKER, 2014), due to the presence of the CRD

whereas antibodies bind to the N-terminus of the molecule.

Our findings indicate that the addition of monoclonal antibody M338 (hybridoma)
in MCF-7 cells increased the percentage of cell death, hypoxia and nutrient
deprivation to the condition responsible for the significant increase in 24 hours. At 48
hours, H1 determined a percentage of 61% dead cells. After the inhibition of Gal-3
extracellular also we evaluated the cell cycle, where we observed that the addition of
M338 promoted an increase in the percentage of cells in GO-G1 (arrested) in 24
hours. In 48 hours, the inhibition of Gal-3 determined a significant increase of cells in
phases S / G2 / M. Our results suggest that Gal-3 participates in cell survival
mechanisms, favoring the maintenance of tumor cells in hypoxic microenvironment

private nutrients.

In tumor development, Gal-3 modulates diverse signaling pathways (Ras, Raf,
MEK, ERK and Notch), regulating cell survival and proliferation and migration. In the
extracellular environment, Gal-3 promotes tumor cell migration by communicating
with integrins. Associated oligomerization capacity, Gal-3 binds to endothelial cells
and prevents internalization VEGFR negatively regulates angiogenesis cascade

activation (Cardoso et al., 2016).

Abreu, C.A., et al (2014) observed that inhibition of Gal-3 promoted retinal
ganglion cell neuroprotection (MARY; MARTINEZ, [S.D.]). Moreover, Gal-3 inhibition
induced cell death in cells NG97ht and reduce tumor growth (IKEMORI et al., 2014).
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Gal-3 Inhibition of migration promoted reduction potential SKOV3 cells (ovarian
carcinoma) cells with increased susceptibility to apoptosis (LU et al., 2016). XU et al
(2016) evaluated the antitumor effects of Gal-3 inhibition in renal cells and concluded
that the Gal-3 inhibition promoted reduction in the proliferation of renal cells as well
as a reduction in migration ability, besides inducing apotose (programmed cell death)
arrasted with the cell cycle in G1 phase (Xu, Y. et al., 2016). Gal-3 inhibition
determined higher percentage of death in gastric cancer cells (Subhash; HO, 2016).
In GH3 pituitary tumor cells, the inhibition of Gal-3 promoted increase in the
percentage of apoptotic cells (Huang et al., 2014).

Moreover, HANN and colleagues, using an in vivo experimental model evaluated
the Gal-3 effects on tumor growth and concluded that Galectin-3 is overexpressed in
pancreatic cancer cell lines, and that inhibition of Gal-3 promotes moderate reduction
in proliferation and migration, but failed to associate Gal-3 modulation of malignant

transformation of epithelial cells of the pancreas (HANN et al., 2011).

Our results indicate that hypoxia combined with nutrient deprivation determined
the highest percentage of cell death in MCF-7 cells (SONG, S. et al, 2012;. XU, J.;
ANCIRO; PALLI, 2015). The H1 condition is the largest cellular stress, mimicking the
tumor central regions with poor distribution of oxygen and nutrients due to
accelerated growth and replication of tumor cells coupled with poor vascularization in
this environment (CARDOSO, A. C. F. et al.,, 2016). However, when evaluating
hypoxia and nutrition deprivation in isolation, we found that nutrient deprivation has
higher impact on the population of dead cells, ie, the death rate in N1 condition was
greater than H10 in periods of 24 and 48 hours. However, when evaluating hypoxia
and nutrition deprivation in isolation, we found that nutrient deprivation have greater
impact on the population of dead cells suggesting that the rate of death in N1

condition was greater than H10 in periods of 24 and 48 hours.

Using hybrid cells (human / murine) NG97ht, IKEMORI and collaborators (2014),
assessed cell death by incorporation of propidium iodide by flow cytometry. The
authors concluded that the condition of hypoxia combined with deprivation of
nutrients favors the increase in the percentage of dead cells with discrepancies
between the conditions of isolation (IKEMORI et al., 2014).
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According to the previous results obtained by our research group to characterize
the microenvironment of pancreatic cancer, Silva-Filho et al, 2015 used Mia PaCa-2
and PANC-1 strains and evaluated the percentage of dead cells, concluding that
combined with hypoxia condition nutrient deprivation determines the greatest rate of
cell death. Assessing the cell cycle in MCF-7 cells, we found that nutrient deprivation
reduced the population of cells in GO-G1 phase in both the 24-hour period and 48

hours. These findings suggest that Gal-3 participates in cell cycle modulation.

Galectin-3 is dysregulated in the microenvironment of many types of cancer.
Although Gal-3 expression is also associated with participation in physiological
events, hypoxia and nutrient deprivation may represent favorable conditions for
increased migration, invasion and survival of cancer cells mediated by Gal-3. Our
results indicate that Gal-3 can be used as a target for therapeutic strategies to fight

cancer, both target molecule as sensitizer molecule.
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CONCLUSIONS

In our study, we found that hypoxia with nutrient deprivation induced death of
MCF-7 cells and dysregulation of the cell cycle. Moreover, the absence of oxygen
and nutrients in breast cancer microenvironment determined increase in gene and
protein expression of Gal-3, indicating that this glycoprotein is inserted into the

metabolic adaptation of tumor cells.

We note that Gal-3 is widespread intracellularly with normal distribution of
oxygen and nutrients, which was found in the cytoplasm and in the nucleus.
However, hypoxia and nutrient deprivation determined increase in Gal-3 nuclear
concentration, suggesting the participation of this molecule in survival to hypoxic

tumor microenvironment and private nutrients.

Gal-3 extracellular inhibition promoted population increase of dead cells and
disrupting the cell cycle in hypoxia with nutrient deprivation, supporting the

hypothesis of Gal-3 participation in the MCF-7 breast cancer cell survival.
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5.2- RESULTADOS OBTIDOS COM A LINHAGEM MDA-MB-231

Para avaliar o perfil de galectina-3 em linhagem de cancer de mama, MDA-
MB-231, foi realizada a caracterizagdo do microambiente tumoral in vivo. Para tal,
foram avaliados a expressédo de transcritos de Gal-3 e localizacdo subcelular, bem

como as analises de morte e ciclo celular por citometria de fluxo.

Privacdo de nutrientes aumenta a expressao génica de Gal-3 em células MDA-
MB-231

Para avaliar a taxa de expressao de Gal-3 no microambiente tumoral da
mama, reagdes gRT-PCR foram realizadas. Os valores obtidos foram comparados
com a condicdo controle do estudo, 24N10. No periodo de 24 horas, ndo houve
variacdo na expressao de transcritos de Gal-3. Porém, no periodo de 48 horas, a
privagdo de nutrientes determinou aumento em 1,5 vezes a taxa transcricional de
Gal-3 (Figura 6), porém outros experimentos precisam ser realizados para

confirmacéo dos resultados

2.0
] Norméxia 10% SFB
] Normoxia 1% SFB
15+ o L
T o - Hip6xia 10% SFB
N i — [ Hipoxia 1%SFB
o 1.07 R ]
D ....................
) o ] o]
& 0.5- 3 o3 i
o ) o ..'...'.' I ML DR DR N R I -----
N N
> N

Figura 6. Analise de expresséo génica de Gal-3 em células MCF-7 em periodos de 24 horas e
48 horas. N10 (norméxia com 10% de Soro Fetal Bovino); N1 (norméxia com 1% de Soro Fetal
Bovino); H10 (hipéxia com 10% de Soro Fetal Bovino); H1 (hipoxia com 1% de Soro Fetal de
Bovino).
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Hipoxia determina aumento intracelular de gal-3

Devido a dualidade funcional de Galectina-3, foram realizados os ensaios de

localizag&o subcelular por imunofluorescéncia.

No periodo de 24 horas, houve marcacdo nuclear e citoplasmatica para
Gal-3, porém sem discrepancias entre os compartimentos (Figura 7). A condicdo de
hipdxia isolada (24H10) promoveu aumento na fluorescéncia para Gal-3, porém o
aumento foi visto tanto no nucleo quanto no citoplasma. Em hipdxia com privacéo de
nutrientes, houve menor intensidade de fluorescéncia vistos simultaneamente no

citoplasma e nucleo celular.

Em 48 horas, houve maior intensidade de fluorescéncia nas condicdes
normoxicas 48N10 e 48N1 (normdxia com privacdo de nutrientes). Quando as
células foram submetidas a hipdxia, houve reducao de fluorescéncia tanto no nucleo

guanto no citoplasma nas condi¢des 48H10 e 48H1 (Figura 8).
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24H10 24N1 24N10

24H1

DAPI FITC DAPI+FITC

Figura 7. Ensaio de imunofluorescéncia em células MDA-MB-231 em periodo de 24
horas. As células MDA-MB-231 foram marcadas com FITC (B, E, H e K). DAPI foi utilizado
para marcacdo de DNA nuclear. (A, D, G e J). Sobreposi¢do de marcacgéo FITC e DAPI (C, F,

| e L). N10 (norméxia com 10% de Soro Fetal Bovino); N1 (horméxia com 1% de Soro Fetal
Bovino); H10 (hip6xia com 10% de Soro Fetal Bovino); H1 (hipoxia com 1% de Soro Fetal de

Bovino).
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DAPI FITC DAPI+FITC

Figura 8. Ensaio de imunofluorescéncia em células MDA-MB-231 em periodo de 48
horas. As células MDA-MB-231 foram marcadas com FITC (B, E, H e K). DAPI foi utilizado
para marcacdo de DNA nuclear. (A, D, G e J). Sobreposicdo de marcacdo FITC e DAPI (C, F, |
e L). N10 (norméxia com 10% de Soro Fetal Bovino); N1 (normoxia com 1% de Soro Fetal
Bovino); H10 (hipoxia com 10% de Soro Fetal Bovino); H1 (hipdxia com 1% de Soro Fetal de

Bovino).
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Privacdo de nutrientes promoveu aumento no percentual de células mortas em
linhagem MDA-MB-231

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar, quantitativamente, o percentual
de células mortas, por incorporagdo de iodeto de propideo. Todas as condi¢des
foram comparadas com o controle intraexperimental, 24N10 (normoxia com 10% de

Soro Fetal Bovino). Para tal, a estratégia de gate utilizada encontra-se na Figura 9.
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Figura 9. Estratégia utlizada para delimitar e analisar populacdo de células (Gate). Fonte: banco
de imagens do autor.

Em 24 horas (Figura 10), a privagdo de nutrientes determinou o maior
percentual relativo de células mortas (p <0,001), seguida da condigdo combinada de
hipdxia com privacéo nutricional (p <0,01).

No periodo de 48 horas, a privacdo de nutrientes promoveu aumento
significativo (p <0,001) de células mortas quando comparadas ao controle. Em
comparacao entre as condicbes, a hipdxia protegeu as células com reducado
significativa (p <0,01) do percentual de morte em relacdo a privacao de nutrientes,
visto em H1 (Hipoxia 1% SFB). Estes resultados indicam que privacao nutricional
(N1) exerce maior influéncia sobre a morte de células MDA-MB-231 que a propria

hipdxia com privagéo de nutrientes (H1) (Figura 10).
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Figura 10. Anélise de morte por incorporagcdo de iodeto de propidio em células MCF-7 em
periodos de 24 horas e 48 horas. Todos os dados foram comparadas entre as condi¢Bes o
controle 24N10. ** P <0,01. *** p <0,001. # Comparacao entre N1 e H1 em 24 e 48 horas. ## P
<0,01. N10 (normo6xia com 10% de Soro Fetal Bovino); N1 (norméxia com 1% de Soro Fetal
Bovino); H10 (hipéxia com 10% de Soro Fetal Bovino); H1 (hipoxia com 1% de Soro Fetal de

Hipoxia com privagdo de nutrientes e HipoOxia isolada determinaram reducgéo de

células em GO-G1 em 24 horas e 48 horas, respectivamente

A caracterizacao dos eventos no ciclo celular e a sua cinética foram avaliados
por citometria de fluxo. Os dados de cada condicdao foram comparados com o0

controle intraxperimental, 24N10 (normdxia com 10% de Soro Fetal Bovino).

No periodo de 24 horas, a privacdo de nutrientes (normoxia 1% SFB)
promoveu reducdo significativa de percentual de células em fases S/G2/M do ciclo
celular (p < 0,05). A hipoxia isolada contribuiu com uma reducao significativa de
células em GO-G1 (p <0,05). Porém, foi a condicdo combinada de hipdxia com
privacdo de nutrientes (hipoxia 1% SFB) que promoveu maior significaAncia na
reducdo de células em fases GO-G1 (p <0,001) e S/G2/M (p <0,05). Na comparagéo
entre condicfes, a hipoxia promoveu reducéo significativa do percentual de células
em fases GO-G1 (p <0,001) e S/G2/M (p <0,001) do ciclo celular (Figura 11a).
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No tempo de 48 horas, a hipoxia promoveu reducdo significativa da populagéo
de células tanto em GO-G1 (p <0,001) quanto em S/G2/M (p <0,001). A condicdo

combinada hipoxia com privacdo de nutrientes também determinou reducdo no

percentual de células em GO-G1 (p <0,001) (Figura 11b).

A
%)
S 1001
S e % ——
) e
©  80-
[0} #i#t#
o % *
o I —— —I—
2 60 - !
g #i#t#
S a0
©
>
= 201
%)
3}
g 0 L 1 1 1
N2 N7 N7 N7l
%Q °.><< %Q %Q
00\0 o QQ\Q '\?\Q
N . N S
*;\'Z’ 'O+ _"_\Q’ \
o Q () -
<& < Q >
A\ éo X >
Q
B
%)
s Hit#
> 1009 .
‘O T * %%
L 801
© #i#
©
; 60 I _l_ *k*k _l_**
= I
[3)
T 40+
€
%)
S 20-
c
%)
S 0 L) T L) I
o N7 N2 N2 N
o \ ®<< c)‘< %Q %Q
oo oo oo o
'\9 )
_\'_\'z’ ,0+\ _"_\'D .
&b & - Qb QL\Q
o é<> X

1 sic2-m
[ co-G1

[ s/ic2-m
] co-G1

Figura 11. Analise de ciclo celular por incorporacéo de iodeto de propidio em células MCF-7
em periodos de 24 horas e 48 horas. (A) tempo de 24 horas (B) tempo de 48 horas. Todos os
dados foram comparadas entre as condi¢fes o controle 24N10.* p <0,05. ** P <0,01. *** p <0,001. #
Comparacao entre N1 e H1 em 24 e 48 horas. ### P <0,001. N10 (normoxia com 10% de Soro
Fetal Bovino); N1 (normodxia com 1% de Soro Fetal Bovino); H10 (hipdxia com 10% de Soro Fetal
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo, investigamos o perfil de galectina-3 na sobrevivéncia de células
do cancer de mama bem como a modulacdo de Gal-3 no microambiente hipoxico
elou privado de nutrientes, em linhagens MCF-7 (receptor estrégeno positivo) e
MDA-MB-231 (triplo negativo), e a participacao dessa glicoproteina na sobrevivéncia

celular.

O microambiente dos tumores solidos apresenta regides distantes de vasos e
capilares sanguineos, dificultando a perfusdo de oxigénio nesse tecido, bem como a
distribuicdo adequada de nutrientes e a remocéo eficaz de metabdlitos (CARDOSO
et al., 2016; CARNERO; LLEONART, 2016; ZENG et al., 2007). As células tumorais
garantem a perpetuagcdo de sua linhagem por meio de uma adaptacdo metabdlica
mediada pela expressdo de diversos genes, o que permite a imortalidade celular
(CARNERO; LLEONART, 2016).

Gal-3 é uma glicoproteina amplamente difundida e expressa por varios tipos
de linhagens tumorais: de mama (REGO et al., 2013), es6fago (LIANG et al., 2015),
rins (XU, YANGYANG et al.,, 2016), estobmago (SUBHASH; HO, 2016), tireoide
(HARAZONO et al., 2015), entre outros (SONG, LIN et al., 2014). Galectina-3 esta
presente no citoplasma, ndcleo e membrana plasmatica, podendo migrar para a
mitocéndria ou ser secretada para o meio extracelular (FUNASAKA; RAZ; NANGIA-
MAKKER, 2014). Suas funcbes sdo dependentes de localizacdo subcelular e da
patologia em que esta inserida, sendo requisitada para promocao ou Ssupressao
tumoral, apoptose ou fuga de apoptose, por exemplo (SONG et al., 2014a; ZHANG,
HAO et al., 2014).

A analise de expressédo génica em células MCF-7 e MDA-MB-231 comprovou
a expressdo de transcritos de Galectina-3. Em células MCF-7, a hipoxia com
privacdo de nutrientes promoveu maior expressdo de transcritos de Gal-3 com
aumento de 3 (trés) vezes em relacéo ao controle, 24N10. Em células MDA-MB-231,
a privacdo de nutrientes determinou aumento em 1,5 vezes o valor do transcrito de
Gal-3 em relacdo ao controle. Os dados obtidos indicam que a expressao génica de
Gal-3 é um recurso imediato para adaptacao das células em condi¢des de hipdxia e
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privacdo de nutrientes. Outros pesquisadores observaram superexpressdo de
transcritos de Gal-3 em seus modelos (HANN et al., 2011; LU et al., 2016).

No mesmo modelo experimental, utilizando células NG97ht (glioblastoma), foi
observado que os transcritos de Gal-3 aumentaram na privacdo de nutrientes,
atingindo os maiores valores em 24 horas com reducéo em 48 horas (IKEMORI et
al., 2014). De acordo com resultados prévios, obtidos pelo nosso grupo de pesquisa,
em células Mia PaCa-2 (adenocarcinoma pancreatico), foi observado que privacéo
nutricional determinou aumento de transcritos de Gal-3 em 48 horas; ao contrério,
em PANC-1 (cancer epitelioide pancreatico), a hipdxia isolada promoveu aumento
na requisicao de Gal-3 com acréscimo na quantidade relativa de transcritos dessa

glicoproteina.

Galectina-3 é uma glicoproteina requisitada em situaces de estresse celular
(hipoxia e privacdo de nutrientes), sendo ativada via HIF-1 e NF-kB (CARDOSO et
al., 2016; IKEMORI et al., 2014).

Para avaliar a modulacdo de expressdao de Gal-3, realizamos ensaios de
Western Blotting. Nossos resultados confirmam a superexpressdo de Gal-3,
indicando que em condicdo combinada hipdxia com privacdo de nutrientes houve
modulacdo em niveis de transcritos e proteicos de Gal-3 em 24 horas e 48 horas,
respectivamente. Juntos, esses resultados indicam que o microambiente tumoral
hipoxico e/ou privado de nutrientes modula a expressédo de Gal-3 em células de

cancer de mama.

Devido a dualidade funcional de Gal-3, nds realizamos ensaios de
imunofluorescéncia para detectar e determinar a localizagcdo subcelular dessa

glicoproteina no microambiente tumoral da mama.

Em células MCF-7, nossos resultados indicam ampla difusdo de Gal-3 no
compartimento intracelular, sendo encontrado tanto no nudcleo quanto citoplasma.
Porém, observamos que ao remover a suplementacdo nutricional (Soro Fetal
Bovino), Gal-3 foi marcada com mais intensidade fluorescente no nucleo, tanto na
presenca de oxigénio (N1) quanto na hipoxia (H1). Quanto ao tempo, observamos
gue o periodo de 24 horas fornece intensidade fluorescente maior que o periodo de

48 horas, porém com a privagdo nutricional determinando maior concentragéo
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nuclear de Gal-3. Em células MDA-MB-231, ndo observamos relacdo entre as
condicOes propostas pelo estudo e localizagdo subcelular de Gal-3. Houve ampla
distribuicdo entre as condi¢des tanto no citoplasma quanto no nucleo. Quando a
intensidade fluorescente para Gal-3 diminuiu ou aumentou, ocorreu de forma
simultdnea nos dois compartimentos (citoplasma e nucleo). Os dados obtidos
sugerem que a localizacdo subcelular de Gal-3 € modulada no microambiente do
cancer de mama. Privacdo de nutrientes foi limitante para concentracdo nuclear de
Gal-3 em células MCF-7, enquanto a hipdéxia determinou maior concentracdo
intracelular de Gal-3 em células MDA-MB-231.

Expressdo nuclear de Gal-3 no céancer de prostata foi associada com
diminuigcdo da proliferacéo celular e superexpressao citoplasmatica com efeitos anti
apoptoticos, aumento da proliferacdo e crescimento celular, invasdo e angiogénese
(CALIFICE et al., 2004; FUNASAKA; RAZ; NANGIA-MAKKER, 2014).

Diversos autores tém empregado esforcos na inibicdo de Gal-3 avaliando
efeitos como inibicdo de crescimento independente de ancoragem, invasédo e
progressao tumoral (IKEMORI et al., 2014; LU et al., 2016; XU, YANGYANG et al.,
2016) para avaliar a influéncia dessa biomolécula em diversas patologias, incluindo
o0 cancer. Com o objetivo de avaliar a participacdo de Gal-3 na sobrevivéncia de
células do cancer de mama, inibimos Galectina-3 extracelular com adicdo de

lactose, sacarose e um anticorpo monoclonal.

Gal-3 é uma lectina com capacidade de reconhecer residuos [3-galactosideos
e possui um N-terminal rico em glicina, prolina e lisina e um C-terminal que
representa o dominio de reconhecimento para carboidratos (CRD) (CARDOSO et al.,
2016; SANT’ANA et al., 2011). Lactose e sacarose sao reconhecidos pelo C-terminal
de Gal-3 (FUNASAKA; RAZ; NANGIA-MAKKER, 2014), devido a presenca do CRD

enquanto anticorpos ligam-se N-terminal da molécula.

Nossos achados indicam que a adicdo de anticorpo monoclonal M338
(hibridoma) em células MCF-7 aumentam o percentual de morte celular, sendo a
hipdxia com privacdo de nutrientes, a condicdo responsavel pelo aumento
significativo em 24 horas. No periodo de 48 horas, H1 determinou um percentual de

61% de células mortas. Apos a inibicdo de Gal-3 extracelular, também avaliamos o
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ciclo celular, onde observamos que a adicdo de M338 promoveu aumento no
percentual de células em GO-G1 (arrasto) no periodo de 24 horas. Em 48 horas, a
inibicdo de Gal-3 determinou aumento significativo de células em fases S/G2/M.
Nossos resultados sugerem que Gal-3 participa de mecanismos de sobrevivéncia
celular, favorecendo a manutencédo de células tumorais no microambiente hipoxico e
privado de nutrientes de maneira independente de funcdo-lectina, ou seja, a

sobrevivéncia celular mediada por Gal-3 ocorre via N-terminal.

No desenvolvimento do tumor, Gal-3 modula diversas vias de sinalizagao
(Ras, Raf, MEK, ERK e Notch), regulando a sobrevivéncia celular bem como a
proliferacéo e migracao (Figura 5). No meio extracelular, Gal-3 promove migracao de
células tumorais pela comunicacdo com integrinas. Associada a capacidade de
oligomerizacdo, Gal-3 liga-se as células endoteliais e impede a internalizacdo de
VEGFR, regulando negativamente a cascata de ativacdo de angiogénese
(CARDOSO et al., 2016).

ABREU, CA., e colaboradores (2014) observaram que a inibicdo de Gal-3
promoveu neuroprotecdo de células ganglionares da retina (MARIA; MARTINEZ,
[S.d.]). Porém, a inibicdo de Gal-3 induziu morte celular em células NG97ht, além de
reduzir o crescimento tumoral (IKEMORI et al., 2014). Também em modelo in vitro,
a inibicdo de Gal-3 promoveu reducdo de potencial migratorio em células SKOV3
(carcinoma ovariano) com maior susceptibilidade das células a apoptose (LU et al.,
2016). Avaliando os efeitos antitumorais da inibicdo de Gal-3 em células renais, XU
e colaboradores (2016) concluiram que a inibicdo de Gal-3 promoveu reducdo na
proliferacdo das células tumorais bem como reducdo na capacidade migratoria, além
de induzir apotose (morte celular programada) com arrasto no ciclo celular em fase
Gl (XU, YANGYANG et al., 2016). No cancer de estdmago, a inibicdo de Gal-3
determinou maior percentual de morte (SUBHASH; HO, 2016). J4 em células de
tumor pituitario GH3, a inibicdo de Gal-3 promoveu aumento no percentual de
células em apoptose (HUANG et al., 2014).

Por outro lado, HANN e colaboradores, utilizando um modelo experimental in
vivo, avaliaram os efeitos de Gal-3 no crescimento tumoral e concluiram que
Galectina-3 € superexpressa em linhagens de cancer pancreatico e que a inibicao
de Gal-3 promove moderada reducdo na proliferacdo e migracdo, porém nao
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conseguiram associar a modulacdo de Gal-3 com a transformacdo maligna de

células epitelias do pancreas (HANN et al., 2011).

Nossos resultados indicam que a hipéxia combinada com privacdo de
nutrientes determinou o maior percentual de morte de células MCF-7 e a hipoxia
isolada induziu maior populacdo de células mortas em MDA-MB-231. A condicdo H1
representa 0 maior estresse celular, mimetizando as regides centrais do tumor com
pobre distribuicdo de oxigénio e nutrientes devido ao crescimento acelerado e
replicacdo das células tumorais somada a vascularizagdo deficiente nesse ambiente
(CARDOSO et al., 2016). Porém, quando avaliamos hipoxia e privacao nutricional de
maneira isolada, observamos que a privacédo de nutrientes tem maior impacto sobre
a populacdo de células mortas, ou seja, a taxa de morte na condicdo N1 foi maior
gue H10 nos periodos de 24 e 48 horas.

Em células MDA-MB-231, a privacdo de nutrientes determinou aumento
significativo na populacdo de células mortas, seguida da hipéxia com privacdo de
nutrientes em periodo de 24 horas. Privagdo de nutrientes determinou o maior

percentual de células mortas no periodo de 48 horas com valor significativo.

Utilizando células hibridas (humano/murino) NG97ht, IKEMORI e
colaboradores (2014), avaliaram morte celular pela incorporagcdo de iodeto de
propideo, por citometria de fluxo. Os autores concluiram que a condi¢cao de hipdxia
combinada com privacao de nutrientes favorece o aumento no percentual de células
mortas com discrepancias entre as condicdes de maneira isolada (IKEMORI et al.,
2014)

De acordo com os resultados prévios, obtidos pelo nosso grupo de pesquisa
na caracterizacdo do microambiente do cancer de pancreas, SILVA-FILHO et al,
2015 utilizaram linhagens Mia PaCa-2 e PANC-1 e avaliaram o percentual de células
mortas, concluindo que a condicdo combinada de hipdxia com privagdo de nutrientes

determina a maior taxa de morte celular.

Avaliando o ciclo celular em células MCF-7, observamos que a privacédo de
nutrientes reduziu a populacdo de células em fases G0O-G1 tanto no periodo de 24
horas quanto em 48 horas. Em células MDA-MB-231, hipdxia com privacdo de

nutrientes determinou reducdo significativa de células em fases GO-G1. Esses
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achados sugerem que Gal-3 participa da modulac¢éo do ciclo celular.

Galectina-3 € desregulada no microambiente de diversos tipos de cancer.
Embora a expressdo de Gal-3 também esta associada a participacdo em eventos
fisioldégicos, hipoxia e privacdo de nutrientes podem representar condigdes
favoraveis para o aumento de migracdo, invasdo e sobrevivéncia de células
neoplasicas mediadas por Gal-3. Nossos resultados indicam que Gal-3 pode ser
utiizada como alvo de estratégias terapéuticas de combate ao céancer, tanto

molécula-alvo quanto molécula sensibilizante.
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CONCLUSOES

Hipoxia com privacdo de nutrientes determinou aumento da expressdo de
transcritos de Gal-3 no periodo de 24 horas em células MCF-7.

Na linhagem MDA-MB-231, hipdxia isolada determinou aumento da
expressao de transcritos de Gal-3 no periodo de 48 horas.

Ensaio de Western blotting indicou que hipoxia com privacdo de nutrientes
determinou aumenta de Gal-3 no periodo de 48 horas em células MCF-7,
corroborando os resultados obtidos na expressao génica.

A privacdo de nutrientes determinou maior concentracdo nuclear de Gal-3
tanto na presenca de oxigénio como em condicdo de hipdxia nos tempos
avaliados em células MCF-7.

A localizacdo subcelular de Gal-3 variou de acordo com as condi¢cbes do
estudo.

Inibicdo de Gal-3 por adicdo de anticorpo monoclonal M338 induziu aumento
de morte celular em condicdo combinada hipdxia com privacédo de nutrientes
em células MCF-7, sugerindo a participacdo de Gal-3 na sobrevivéncia de
células do cancer de mama

Inibicdo de Gal-3 por adicdo de anticorpo monoclonal M338 determinou
aumento significativo de células em Fases S/G2/M em condicdo combinada
hipdxia e privacao de nutrientes em células MCF-7

PERSPECTIVAS
Realizar ensaios de inibicdo de Gal-3 em células MDA-MB-231

Interferir no modelo experimental utilizando siRNA (RNA de interferéncia) para

silenciamento génico de galectina-3.
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