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RESUMO

A galectina-3 (GAL-3) ¢ uma proteina multifuncional que pertence a familia das lectinas e
liga a carboidratos. A expressdo de galectina-3 foi detectada em muitos tipos de tumores,
como melanomas, astrocitomas e tumores da bexiga e de ovario. A galectina-3 é expressa por
macrofagos e desempenha papel importante na polarizagdo de macrofagos para o fendtipo
M2. Sabe-se que macrofagos de fendtipo M2 estdo associados com a progressdo tumoral.
Apesar dos avangos sobre o papel de galectina-3 na progressao tumoral, pouco se sabe sobre o
papel desta lectina na ativagdo de macrdéfagos durante o desenvolvimento de carcinoma
espinocelular (CEC). Desta forma, utilizando o modelo experimental de carcinoma
espinocelular induzido quimicamente, testamos a hipdtese de que a sinalizagdo mediada por
galectina-3 poderia modular a resposta imune e o desenvolvimento tumoral. Os resultados do
presente estudo demostraram que a auséncia da galectina-3 esta associada a menor progressao
do carcinoma espinocelular. Além disso, observou-se o aumento nas percentagens de células
TCD4", TCDS8", associada a uma diminui¢do de células B, células dendriticas e macrofagos
em amostras de tecido tumoral de animais Gal3KO. Em relagdo ao fen6tipo dos macrofagos,
os resultados evidenciaram uma menor porcentagem de macréfagos M2 em amostras de
animais deficientes de galectina 3, bem como de citocinas do perfil Th2. Desta forma, os
resultados do presente estudo fornecem evidéncias de que galectina-3 desempenha um papel
importante na progressao do carcinoma espinocelular de pele e pode ser um alvo para futuras

modalidades terapéuticas.

Palavras-chave: Galectina-3. Carcinoma espinocelular. Macrofagos.







ABSTRACT

Role of Galectin-3 in the development of skin squamous cell carcinoma

Galectin-3 (GAL-3) is a multifunctional protein belonging to the lectin family that binds to
carbohydrates. Galectin-3 expression has been detected in many types of tumors, such as
melanomas, astrocytomas, and bladder and ovary tumors. Galectin-3 is expressed by
macrophages and plays an important role in the polarization of macrophages to the M2
phenotype. In addition, M2 macrophages are associated with tumor progression. Despite
advances in the role of galectin-3 in tumor progression, little is known about the role of this
lectin in the activation of macrophages during the development of squamous cell carcinoma
(SCC). Thus, using the experimental model of squamous cell carcinoma, we tested the
hypothesis that galectin-3-mediated signaling could modulate the immune response and tumor
development. The results of the present study demonstrated that the absence of galectin-3 is
associated with less progression of squamous cell carcinoma. In addition, increased
percentages of CD4" TCD8" cells, TCD8", associated with a decrease in B cells, dendritic
cells and macrophages were observed in tumor samples from Gal3KO animals. Regarding the
macrophages phenotype, the results showed a lower percentage of M2 macrophages in
samples of Gal3KO mice, as well as Th2 profile cytokines. Thus, the results of the present
study provide evidence that galectin-3 plays an important role in the progression of squamous

cell carcinoma and may be a target for future therapeutic modalities.

Key words: Galectin-3. Squamous cell carcinoma. Macrophages.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As lectinas sdo definidas como proteinas que ligam carboidratos sem altera-los
enzimaticamente (GOLDSTEIN et al., 1983; LIENER et al.,, 1986). As lectinas foram
descobertas a mais de 100 anos, em plantas, e a primeira ideia de que as lectinas existiam em
animais surgiu na década de 1960 (STILMARK, 1988; SHARON E LIS, 1972). A primeira
evidéncia direta da existéncia de uma lectina em mamiferos surgiu durante um estudo de
mecanismos que controlavam o turnover de glicoproteinas na circulagdo sanguinea

(DRICKAMER e TAYLOR, 1993).

As lectinas compreendem uma classe de proteinas que possuem pelo menos um
dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD, carbohydrate-recognition domain) e que se
ligam especificamente a aglcares, de maneira reversivel (LIU e RABINOVISCH, 2005;
NAKAHARA; OKA; RAZ, 2005). Estdao presentes em todos os organismos vivos, como
plantas, virus, bactérias e mamiferos. As lectinas de mamiferos fazem parte de um importante
grupo de moléculas que participam da resposta imune, especialmente da imunidade inata,
atuando na primeira linha de defesa (GABIUS, 1997). As lectinas participam da interagdo
célula a célula, adesdo, proliferagdo, apoptose, splicing do RNA e também na modulagdo das

respostas celulares (DINGS et al., 2018).

A partir do CRD, as lectinas de mamiferos podem ser agrupadas em familias e
superfamilias estruturalmente relacionadas (SHARON e LIS, 2004). Essas proteinas foram
classificadas em pelo menos 4 grupos: lectinas do tipo C, tipo P, tipo I ¢ do tipo S (ou S-Lac),
onde se encontram as galectinas, proteinas ligante de P-galactosideos (BARONDES et al.,
1994; RINI e LOBSANOV, 1999; KRZESLAK e LIPINSKA, 2004; LIU ¢ RABINOVICH,
2005). Membros das galectinas sdo amplamente distribuidos na natureza, presente desde
organismos primitivos como esponjas e nematoides até fungos e animais superiores
(BONALUMI, 2014). Atualmente sao identificados 15 tipos de galectinas que de acordo com
sua estrutura sdo divididas em trés subgrupos: o grupo proto, com um CRD representado
pelas galectinas 1, 2, 5,7, 10, 11, 13, 14 e 15; o grupo quimera, com um CRD e uma cauda N-
terminal, representado apenas pela galectina-3; e o grupo tandem repeat, com dois CRD na
mesma cadeia conectados por um peptideo de ligacao, representado pelas galectinas 4, 6, 8, 9

e 12 (Tlustracdo 1) (CHIARIOTTI et al., 2004; SCIACCHITANO et al., 2018).
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a) Prototype A —
(Gal-1, -2, -5,-7,-10, -11, -13 and -14) K&

monomer

b) Tandem-repeat type
(Gal-4, -6, -8, -9, and -12)

monomer
(with linker)

o) Chimeric type
(Gal-3)

monomer
(with a non-lectin N-terminal domain)

oligomer
(with non-lectin N-terminal domains)

Ilustraciio 1. A estrutura dos membros da familia das galectinas. Os membros da familia das galectinas sdo
divididos em trés tipos: a) Proto com um dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD); b) tandem repeat,
com dois CRDs conectados por um ligante ndo conservado; c¢) quimera com um CRD e um dominio N terminal
ndo lectina (ND). Algumas galectinas podem se associar em dimeros ou oligdmeros. Retirado de Sciacchitano et
al. 2018. (SCIACCHITANO et al., 2018).

As galectinas foram primeiramente isoladas como proteinas de ligacdo a -
galactosideo constituem uma familia de lectinas amplamente expressas em animais e
evolutivamente conservadas que exibem similaridade no dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) e liga-se a glicoconjugados ricos em N-acetil-lactosamina
(RABINOVICH, 1999; BARTOLAZZI, SCIACCHITANO, D’ALESSANDRIA, 2012). A
galectina-3 ¢ o membro mais estudado da familia de galectinas (OCHIENG et al, 2004). A
galectina-3 humana, pertence ao grupo quimera da familia das galectinas, ¢ codificada por um
unico gene, o gene LGALS3, ¢ um monomero de 32-35kDa (KADROSFKE, OPENO,
WANG, 1998). Sua estrutura ¢ formada por um dominio de reconhecimento de carboidratos
(CRD); e por um pequeno dominio amino-terminal de ligacdo protéica, que contém

seqiiéncias repetidas ricas em prolina, tirosina e glicina (LIU, 1990).
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A galectina-3 pode ser encontrada no nucleo, citoplasma e na superficie de muitas
células e a expressdo desta proteina foi observada em varios tipos de tecidos como colon,
tireoide e prostata (LOTZ et al., 1993; PACIS et al., 2000; SAGGIORATO et al., 2004). A
sua expressdo em grande variedade de tipos celulares, como por exemplo, eosinofilos,
neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, linfocitos e células epiteliais (FLOTTE,
SPRINGER, THORBECKE, 1983; HAINES et al., 1983; TRUONG et al., 1993). A
galectina-3 ¢ encontrada em solucdo como um mondmero, mas pode formar oligdmeros
quando se liga a multiplos carboidratos (AHMAD et al., 2004) formando estruturas
supramoleculares conhecidas como /lattices, que sdo importantes para aumentar a exposi¢ao
de glicoproteinas na superficie celular influenciado a resposta celular (BOSCHER, DENNIS,
NABI, 2011; FORTUNA-COSTA, 2014). As galectinas interagem com glicoconjugados
enriquecidos com B-galactdsideos presentes em varios patogenos. Embora a natureza dessas
interagdes ndo seja bem caracterizada, a formacdo da rede provavelmente desempenha um
papel na ligagdo da galectina e o patégeno assim influenciando a resposta a este patogeno

(RABINOVICH et al., 2007).

Em relacdo a suas atividades biologicas, a galectina-3 apresenta uma
multifuncionalidade, regula o crescimento celular, a apoptose, transformacdes neoplésicas e
aumenta sua expressao durante o processo inflamatorio, induzindo a ativagdo de mastoctios,
macrofagos, neutrofilos e linfocitos (HSU et al.,, 2000; SANO et al., 2000). Estudos
demostram que células que tiveram uma alta expressdo de galectina-3 apresentaram aumento
da resisténcia a apoptose quando induzida por 6xido nitrico e radiagdo (TRUONG et al.,
1993; YANG, HDSU, LIU, 1996). No processo de regulagdo da proliferacdo celular, a
galectina-3 pode aumentar a expressao de fatores de transcricdo atuando nas vias de

sinalizacdo celular (SHIMURA et al., 2004).

Em relacdo ao papel de galectina-3 na ativacdo e/ou inibi¢do das células do
sistema imunologico, dados indicam que galectina-3 apresenta importante papel na funcao
dos macrofagos (YAN E LIU, 2003; OCHIENG, FURTAK, LUKYANOV, 2004). Estudos
sugerem que estd proteina contribui para a migragdo destas células para o foco inflamatorio.
Além disso, demonstrou-se que galectina-3 expressa por células da linhagem monocitica atua
como molécula pro-inflamatoéria induzindo a secre¢do de citocinas e quimiocinas (MELO et
al., 2003). A auséncia de galectina-3 em macrofagos compromete a atividade fagocitica
(SANO et al., 2003). A ativagdo de macrdofagos via a sinalizagdo mediada por galectina-3

seria importante para a polarizacdo destas células para o fendtipo M2 (MACHADO et al.,
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2014). Dados também apontam para um papel de galectina-3 na ativagdo de linfocitos T. A
galectina-3 é expressa por em varios subtipos de células T (PFOERTNER et al., 20006).
Analises de microarray indicaram a expressao de galectina-3 na subpopulacao de células T
CDS, em resposta a Yersinia pseudotubertulosis (FAHRER et al., 2001). Em células de T
CD4" de memoria observa-se aumento da expressdo de galectina-3, quando comparado as
células T naive (HAINING et al., 2008), ¢ a presenga de RNAm para galectina-3 foi detectada
em células T reguladoras (Tregs) (PFOERTNER et al., 2006).

Em relagdo ao papel de galectina-3 na ativag¢do e/ou inibicao das células T, dados
indicam que a galectina-3 pode desempenhar papel negativo na ativagdo de células T, um
processo que requer agrupamento de um nimero de receptores de células T (TCRs) no local
de apresentagdao do antigeno. Quando a galectina-3 interage com glicanos modificados com
Mgat5 na superficie das células T, restringindo o recrutamento do TCR para o local de
apresentacdo de antigeno (DEMETRIOU et al., 2001), promovendo a anergia de células T. A
galectina-3 induz a apoptose de células T, devido a sua ligacdo as moléculas CD45 e/ou CD71
(STILLMAN et al., 2006). A expressao de galectina-3 por linfocitos ¢ induzida pelos sinais
de ativacdo mediada pelo TCR e aumentada pelas citocinas IL-2, IL-4 e IL-7 (JOO et al,
2001). Em linfoma de células T, a galectina-3 desencadeia um influxo de Ca®*" que ¢é
bloqueado pela lactose, sugerindo que a galectina-3 liberada por outros tipos celulares como
macréfagos também podem participar da sinalizacdo de Ca®" durante a ativacdo de células T

(DONG E HUGHES, 1996).

Dentre as galectinas mais estudadas e relacionadas com o desenvolvimento
tumoral destacam-se a galectina 1 e 3, estudos mostraram a importancia dessas galectinas na
progressao do cancer e metastase (LIU E CUMMINGS, 2009; SONG et al., 2014). A
expressdo de galectina-3 foi detectada em muitos tipos de tumores, como melanomas,
astrocitomas e tumores da bexiga e de ovario. A expressdo aumentada de galectina-3
geralmente estd relacionada com a agressividade clinica do tumor e metéastase (LIU E
CUMMINGS, 2009).A galectina-1 pode promover a transformac¢do maligna de células de
glioma, contribuindo para a progressdo tumoral (YAMAOKA et al., 2000). A galectina-1
correlacionar-se com o oncogénese RAS e a galectina-3 preferencialmente ao KRAS
permitindo a ativacdo de RAF1 e PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) colaborando com
ativacdo das vias de sinalizagdo e a regulacdo da expressdo do gene (PAZ et al., 2001; ELAD-
SFADIA et al., 2004). Além disso, as galectinas podem contribuir para a metastase ligando-se

as integrinas ou regulando a expressao destas. A galectina-7 promove um perfil metastatico e
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resisténcia a apoptose em cancer de mama, a galectina 4 e 8 podem contribuir para a adesao
das células cancerigenas ao endotélio vascular e assim contribuindo para a metéstase

(BARROW et al., 2011; CAMPION et al., 2013).

A expressao da galectina-3 foi detectada em diversos tipos de tumores como
tireoide, colon, pancreas, mama, cabega e pescoco (CATRONOVO et al., 1996; PERILLO et
al., 1998; CHOUFANI et al., 1999; COLI et al., 2002). Estudos demostraram que em células
epiteliais de mama a galectina-3 induz uma variedade de genes associados a processos
biologicos alterados em neoplasias, como os processos de invasdo e proliferacdo celular
(MAZUREK et al., 2005). O aumento da adesdo das células tumorais a matriz extracelular,
induzido pela galectina-3, pode ter um papel importante no mecanismo de invasdo e
metastases tumorais (MATARRESE et al., 2000).A presenca de galectina-3 acelera o
crescimento tumoral em melanomas e favorece a angiogénese associado ao tumor
(MACHADO et al., 2014). Um estudo envolvendo o silenciamento da expressdo da galectina-
3 em células de melanoma resultou na perda da tumorigenicidade e metdstase acompanhada
de um comprometimento na angiogénese ¢ diminui¢ao da invasdo. Os autores apontaram que
a galectina-3 pode ser um alvo para a terapia do melanoma (MOURAD-ZEIDAN et al.,
2008).

Em carcinoma espinocelular de lingua foi demostrado um aumento da expressao
de galectina-3 no citoplasma de células epiteliais enquanto que a expressdao nuclear diminuiu
(HONJO et al., 2000). Avaliando a relagdo entre a expressdo de galectina-3 e niveis de
apoptose de células T em tecido de carcinoma de células renais e caracteristicas clinicas e
patologicas, os resultados sugerem que galectina-3 ¢ um das moléculas alvo para modular o
escape imunologico do carcinoma de células renais (TOMOHARU et al., 2008). Analises
imuno-histoquimicas de galectina-3 e CD68 em bidpsias de pacientes com carcinoma oral
evidenciaram alta expressdo de galectina-3 (WEBER et al., 2017). Dependendo do
microambiente tumoral e localizagdo da galectina-3 ela pode ter atividade pré ou antitumoral.
Em carcinoma de células escamosas foi observada a diminui¢do dos niveis de galectina-3 ao
passo que em melanoma foi observado um aumento destes niveis (PRIETO, 2006). Sendo
galectina-3 associada com os mecanismos de invasdo e metastase tumoral e com a migracao
de neutrofilos e macréfagos para o microambiente inflamatério estudos sugerem que o
bloqueio da fung¢do da galectina-3 limite a metdstase tumoral (HSU et al., 2000;
KAPUCUOGLU et al., 2009; SONG et al., 2014). A expressao da galectina-3 foi relatada em

carcinoma espinocelular e carcinoma basocelular e correlaciona-se com o grau de
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diferenciagdo tumoral. Em amostras de carcinoma espinocelular ha uma maior expressdao do

que em carcinoma basocelular (LARSEN et al., 2009; KAPUCUOGLU et al., 2009).

O cancer de pele ¢ a neoplasia maligna mais comum no mundo e representa mais
da metade dos diagnosticos de cancer (INCA, 2018). Os canceres de pele podem ser de dois
tipos: ndo melanoma e melanoma. O céancer de pele ndo melanoma € o tumor mais incidente
no Brasil, com 165.580 novos casos, segundo estimativas do Instituto Nacional de Cancer
(INCA, 2018). O cancer nao melanoma, por sua vez, tem origem a partir das células
epidérmicas, variando apenas a localizagdo na camada da epiderme. Quando originado de
células da camada basal da epiderme, resulta em carcinoma basocelular (CBC) e, se originado
da camada espinhosa resulta no desenvolvimento de carcinoma espinocelular (CEC)
(SIMOES, SOUZA, PAIS, 2015). Assim, o termo cancer de pele nio melanoma abrange,
principalmente, o carcinoma basocelular e o espinocelular. Esses dois tumores malignos
apresentam-se de forma diferente ao exame clinico e ao exame histopatologico (HOLMES,
2014). No entanto, ambos sdo muito parecidos quanto ao prognostico: apresentam baixa
letalidade, ou seja, raramente levam a morte ¢ as metastases sdo raras (QUINN e PERKINS,
2010). O carcinoma espinocelular ¢ segundo mais prevalente dentre todos os tipos de cancer
(Skin Cancer Foundation, 2018). Pode se desenvolver em todas as partes do corpo como trato
digestivo superior, pulmao, cavidade oral, lingua, cavidade nasal, seios paranasais, laringe e
faringe (incluindo a nasofaringe, orofaringe e hipofaringe), embora seja mais comum nas

areas expostas ao sol, como orelhas, rosto, couro cabeludo, pescoco (YAN et al., 2011).

O mecanismo envolvido na progressdo tumoral do carcinoma espinocelular ¢é
desconhecido. Estudos recentes t€ém demonstrado que existe uma relagdo direta entre a
resposta imune Thl-relacionados e um melhor prognostico em pacientes com carcinoma
espinocelular (SPARANO et al., 2004). Estes resultados levaram-nos a hipdtese de que a
resposta imune do tipo Thl protetora contra o carcinoma espinocelular pode ser prejudicada
por fatores endogenos (SHARMA et al., 1999; SPARANO et al., 2004; CHEN et al., 2009;
CHOW et al.,2012) como por exemplo, galectina-3. A galectina-3 teria importante papel na
polarizagdo de macréfagos para o fendtipo M2, e estas células estariam associadas com a
inibig¢do de células T e, consequentemente, a progressao tumoral (MACKINNON et al., 2008;
JIA et al., 2013). Assim, diante de tudo que foi descrito anteriormente e considerando a
importincia da galectina-3 nos fendmenos bioldgicos que podem influenciar na formagao e
progressdao tumoral, o objetivo deste trabalho foi analisar se a auséncia da sinalizagdo de

galectina-3 afeta o desenvolvimento do carcinoma espinocelular induzido quimicamente.
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2 PROPOSICAO

Baseado no exposto, a hipotese a ser testada é se a expressdo de galectina-3
influenciaria a diferenciacdo de macréfagos para o fendtipo M2 e, por consequéncia, levaria a
progressdo neopldsica. Para testar essa hipotese, propomo-nos a cumprir dois objetivos

principais:

1. Avaliar o desenvolvimento e progressdo do carcinoma espinocelular em

camundongos geneticamente deficientes de galectina-3 (GAL3KO);

2. Analisar o fendtipo das células do infiltrado inflamatdrio presente em lesdes do
carcinoma espinocelular;

3. Analisar o perfil de citocinas presentes no microambiente tumoral.







3 MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos e Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c (WT) e geneticamente
deficientes de galectina-3 (Gal3KO), fémeas, de 6 a 8 semanas, provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo. Os animais foram alocados,
ao acaso, em gaiolas de polipropileno e mantidos em condi¢des apropriadas, com livre acesso

a agua e a uma dieta padrao de laboratdrio.

3.2 Carcinogénese quimica

O protocolo de inducdo de carcinogénese quimica empregado compreendeu duas
fases: iniciagdo e promog¢ao, como descrito por Moore et al. em 1999. Antes da aplicacdo do
agente iniciador, a regido dorsal de cada camundongo era submetida a assepsia por alcool
70% v/v e a tricotomia com auxilio de laminas de barbear Gillette ago inox. Os animais do
grupo controle, ap0s a tricotomia, receberam apenas acetona, veiculo diluente do carcindgeno.
Os camundongos do grupo experimental (n=15) receberam uma primeira dose de 50ug de
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) diluido em 200uL de acetona; seguida por mais trés
doses (DMBA, 25ug/100uL. de acetona), aplicadas uma vez por semana. Durante a fase de
promocdo, cada animal recebeu 10ng de Phorbol Miristato Acetato (PMA) diluido em
acetona, trés vezes por semana, durante 18 semanas. O desenvolvimento tumoral foi
acompanhado visualmente no transcorrer de todo o periodo experimental e as alteragdes
morfologicas devidamente registradas. As dimensdes dos tumores formam medidas com
auxilio de um paquimetro, e o volume calculado segundo a formula: Dxd?*/2 aonde D e d sdao

os didmetros maior e menor respectivamente (OWEN e STEEL, 1977).

3.3 Eutanasia e coleta de tecidos

Os animais foram submetidos a eutandsia no periodo de 18 semanas ap6s o inicio

da aplicagdo do carcindgeno. A eutanasia foi realizada com o uso do barbiturico Tiopental
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Sédico 2,5% (200mg/kg) por via intraperitoneal, associado com anestésico local (cloridrato
de lidocaina na dosagem de 10 mg/kg). Ap6s a confirmacao do 6bito, fragmentos das lesdes e
orgdos (coracdo, pulmado, figado, bago e linfonodos) foram coletados e armazenados em
solucdo salina a 4°C e, em seguida, encaminhados para o laboratorio de Microbiologia e
Imunologia da Faculdade de Odontologia de Bauru, FOB/USP. Apds a remogao cirurgica, as
lesdes foram divididas em duas partes: um fragmento separado para a confec¢do de laminas
histoldgicas e o segundo fragmento destinado a realizacao do processo de digestdo enzimatica

do tecido para o isolamento de leucocitos.

3.4 Analise Histopatologica

Amostras de tecido tumoral, coletadas como descrito acima foram fixadas em
solugdo de paraformaldeido 10%, pH 7.4, em temperatura ambiente, pelo tempo maximo de
6h. O material foi processado pelos métodos histologicos de rotina e incluidos em parafina.
Cortes seriados com espessura de Syum foram obtidas através de um micrétomo, montados em
laminas (Sigma), e corados com coloragdo em hematoxilina & eosina. A analise
histopatologica foi realizada através da andlise de cortes seriados em microscopia oOtica,
seguindo os critérios adotados pela Organizacdo Mundial de Saude 2005 em: displasia
epitelial discreta, quando na presenca alteracdes arquiteturais limitadas ao terco basal do
epitélio, acompanhado de atipia citoldgica; displasia epitelial moderada, lesdes com alteragdes
arquiteturais se estendendo ao ter¢o médio do epitélio, considerando-se que a analise do grau
de atipia citologica pode aumentar o grau de displasia; e displasia epitelial intensa: presenca
de alteragdes arquiteturais em mais de dois tercos do epitélio associadas a atipias citoldgicas.
O infiltrado mononuclear de cada seccdo foi classificado quanto a intensidade em discreto,
moderado ou intenso ¢ de acordo com a localizacdo em difuso, focal ou misto visando
basicamente determinar as caracteristicas histologicas do tecido tumoral e o infiltrado

inflamatorio presente no microambiente tumoral.

3.5 Separacao de leucocitos da lesdo

As biopsias de tecido tumoral foram fracionadas e incubadas por 40 minutos a

37°C com meio RPMI contendo 250 pg/mL de colagenase. Um ciclo de dissociagdo celular
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foi realizado por 4 minutos usando Medimachine (BD Biosciences, CA, EUA). Os
homogeneizados de tecido foram brevemente centrifugados e a suspensdo de células foi
passada através de um filtro de células de 30 pm utilizando o émbolo de uma seringa de 2 ml
(BD Bioscience). Todas as contagens de células foram determinadas usando uma camara de

Neubauer. As células mortas foram excluidas com base na coloragdo com azul trypan.

3.6 Citometria de fluxo

A fenotipagem da populagdo de leucdécitos isolados do tecido tumoral dos animais
de experimentagdo foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se anticorpos especificos.
As células (1x10° células) foram incubadas com soro de coelho para o bloqueio de ligacdes
inespecificas por 60 minutos a 4°C. Em seguida, os anticorpos foram incubados por 1 hora a
4°C. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas, por duas vezes, a 460G por 10
minutos. Em seguida, as células foram ressuspensas em meio RPMI incompleto e as amostras
adquiridas em FACS Callibur (BD Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ). As
analises foram realizadas usando o programa CELL Quest (BD Immunocytometry Systems)

de acordo com os parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL).

3.7 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas e quimiocinas

O perfil de citocinas (IFN-y, 1L-4, IL-10, IL17 e TGF-B) no microambiente
tumoral foi determinado por ELISA (Opteia, BD Bioscience), de acordo com as
especificagdes do fabricante. Em resumo, as placas de 96 pocos de alta afinidade foram
sensibilizadas com o anticorpo primdrio diluido em tampao de ligacdo (Coating Buffer) e
incubadas overnight, a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS + Tween (BD
Bioscience) e incubadas por 2 h em temperatura ambiente com a solucdo de bloqueio para
ligacdes inespecificas (4Assay diluent, BD Bioscience). Apos este periodo, as placas foram
novamente lavadas com PBS Tween e incubadas overnight, a 4°C com quantidades
previamente conhecidas das citocinas recombinantes. ApoOs mais uma se¢ao de lavagens as
placas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente com anticorpo biotinilado e
estreptavidina diluidos em Assay diluent. Em seguida foi adicionado o substrato com

peréxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, na propor¢do de 1:1 (BD Bioscience),
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conforme as instru¢des do fabricante. Ao final adicionou-se a solucdo de paralisacdo da
reacdo (acido sulfurico 4N) e a leitura foi realizada em espectrofotometro ajustado para o

comprimento de onda de 450nm (Bio-Rad, EUA).

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (SD) dos resultados
obtidos para cada grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad software, Inc., CA, USA). Valores de P<0.05 foram considerados com

indicativo de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Auséncia de galectina-3 afeta o desenvolvimento de carcinoma espinocelular de pele

A fim de determinar o papel de galectina-3 no desenvolvimento de carcinoma
espinocelular, inicialmente analisamos se a auséncia desta lectina influenciaria no
aparecimento das lesdes papiloma-like. Com este protocolo observou-se que a partir da 9?
semana de indugdo a incidéncia de lesdes do tipo papiloma-like mostrou-se maior em animais
com auséncia de galectina-3 (Gal3KO), quando comparado ao grupo controle (WT),
apresentando diferenga estatistica na 13 semana (Figura 1A). O desenvolvimento tumoral foi
acompanhado visualmente no transcorrer de todo o periodo experimental (Figura 1B-C). Esta
analise macroscopica das lesdes demonstrou que os animais Gal3KO desenvolveram lesdes
com menor volume em relagdo aos animais WT (Figura 1D). Esses resultados sugerem haver
diferencas no desenvolvimento das lesdes entre o grupo controle (WT) e Gal3KO. Ademais,
os dados evidenciaram um perfil semelhante de perda de peso entre os grupos estudados
(dados nao apresentados).

Para a analise microscopica do desenvolvimento de carcinoma espinocelular,
amostras de tecido tumoral foram coletadas, processadas e coradas com hematoxilina e eosina
(H&E), e os resultados ilustrados na Figura 2. Inicialmente analisamos o grau de displasia e
este foi estabelecido de acordo com o sistema de classificagio da OMS (Organizacdo Mundial
da satde). Os resultados indicaram que 83,3% dos animais com deficiéncia em galectina-3
apresentaram lesoes classificadas como carcinoma espinocelular in sifu. Enquanto que em
62,5% das amostras de animais do grupo controle observou-se o desenvolvimento de
carcinoma espinocelular (Figura 2A). Em amostras de animais do grupo controle (WT)
observou que 25% apresentaram displasia intensa, 12,5% apresentaram displasia moderada
(Figura 2A). A presenca de caracteristicas de malignidade nas amostras foi determinada de
acordo com os seguintes parametros: pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, perda
de arquitetura, formagao de gotas endociticas, disqueratose e presenga de ilhotas displésicas e
pérolas corneas no tecido conjuntivo (AMOR, 2015). As analises histopatologicas das lesdes
dos animais WT indicaram o aumento do ntimero de células nas camadas epiteliais, com
projegoes epiteliais em forma de gota (Figura 2B-C). Em amostras de tecido de animais
deficientes de galectina-3 (Gal3KO), os resultados evidenciaram predominio de lesdes com
mais perda da polaridade das células do estrato basal, presenga de células pleomoérficas com

nucleos hipercromaticos com aumento do nimero de mitoses (Figura 2D-E). Estes resultados
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Figura 1. Anadlise do desenvolvimento tumoral . Os camundongos WT e Gal3KO receberam no dorso uma
dose tunica de DMBA a 50pg/200uL seguida de mais 3 aplicagdes continuas de DMBA 4 25ug/100puL e
promocdo de 10pg/100pul de PMA trés vezes por semana até a 18° semana. O grafico (A) representa o
nimero de papilomas detectados semanalmente no dorso dos animais apds 18 semanas de carcinogénese
quimica. Fotomicrografias macroscopicas e sem escala de (B e C) mostram lesdes caracteristicas dos
animais WT (B) e Gal3KO (C). O grafico (D) representa o volume tumoral detectado apds 18 semanas de
indugdo carcinogénica.
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Figura 2. Analises histolégicas da pele dos animais WT e Gal3KO coradas em H&E. (A) As barras
representam a porcentagem do grau de displasia epitelial de acordo com o sistema de classificacdo da
OMS. (B-E) Fotomicrografias de amostras das lesdes de pele coletadas apos 18semanas de
carcinogénese, dos animais WT em aumentos de 100um (B) e 50um (C); e dos animais Gal3KO em
aumentos de 100pm (D) e 50pum (E).
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evidenciam diferencas nos padrdes de desenvolvimento das lesdes tumorais entre os grupos
estudados.

Sabendo que a intensidade do infiltrado inflamatdrio pode estar relacionada com a
gravidade das lesdes, em seguida analisou-se a presenca, localizacdo e intensidade das células
inflamatorias no microambiente tumoral (Figuras 3 e 4). Em relagdo a localizacdo, o infiltrado
inflamatorio pode ser classificado em focal, misto e/ou difuso (Figura 3A). Os resultados do
presente estudo evidenciaram nao ha diferencas quanto a localizacdo do infiltrado
inflamatorio em amostras de animais Gal3KO e do grupo controle (WT), e este foi
classificado como sendo difuso na maioria das amostras analisadas (Figura 3B,C,D,E). De
acordo com a OMS o infiltrado inflamatorio pode ser classificado como moderado, discreto e
intenso (Figura 4A), os resultados demonstraram que 50% das amostras analisadas
apresentaram infiltrado moderado, tanto em amostras do grupo controle quanto de animais

Gal3KO (Figura 4B,C,D,E).

4.2 Caracterizacao dos leucocitos no microambiente tumoral

Sabendo que o perfil de leucocitos no microambiente tumoral pode estar
relacionado com a progressao tumoral (LANCA e SILVA-SANTOS, 2012), analisamos
inicialmente o niimero total de células isolados das lesdes de cada grupo experimental, apds a
digestdo enzimatica. Os resultados evidenciaram maior numero de leucocitos isolados das
lesdes de animais do grupo controle (36,79 x 10°) em comparagio com os animais deficientes
de galectina-3 (13,25 x 10°) (Figura 5A).

Apos termos detectado diferengas quanto ao nimero total de células isoladas do
microambiente tumoral de camundongos do grupo controle e deficientes de galectina-3, o
préoximo passo foi caracterizar por citometria de fluxo, as populagdes de leucocitos. Neste
contexto caracterizamos inicialmente as populacdes de linfocitos. Os resultados evidenciaram
que o numero de células T CD4" (Figura 5B) foi significante maior nos animais Gal3KO e as
células T CD8" também foi significante maior nas amostras de animais Gal3KO (Figura 5C).
Comparando as duas linhagens de camundongos, os dados também evidenciaram que animais
Gal3KO apresentaram menor nimero de células B (CD19") isoladas do microambiente
tumoral, em relacdo aos animais do grupo controle (WT) (Figura 5D). Em seguida, avaliamos

a populacdo de células dendriticas isolada das amostras de tecido tumoral de animais do grupo
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controle (WT) e deficientes de galectina-3 (Gal3KO) (Figura SE). Os resultados evidenciaram

que em amostras de animais Gal3KO observou-se
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Figura 3. Analise do infiltrado inflamatorio. (A) Representagdo grafica da classificagdo do
infiltrado mononuclear de cada sec¢do, classificadas de acordo com a localizagdo em difuso, focal ou
misto. Fotomicrografias de secgdes representativas das lesdes de pele apresentando o infiltrado
inflamatorio de camundongos do grupo WT em aumentos de 100um (B) e 25pm (C) e do grupo
Gal3KO 100um (D) e 25um (E).
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Figura 4. Analises do infiltrado inflamatério. (A) As barras representam a porcentagem do grau de
classificagdo do infiltrado mononuclear de cada seccdo, classificadas quanto a intensidade em discreto,
moderado ou intenso. (B-E) Fotomicrografias de amostras das lesoes de pele coletadas apds 18 semanas
de carcinogénese, evidenciando a intensidade do infiltrado inflamatorio dos animais WT (B-C) em
aumentos de 50pum; e dos animais Gal3KO (D-E) em aumentos de 50um.
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Figura 5. A Gal-3 na caracterizacio dos leucécitos no microambiente Tumoral: (A) O Numero absoluto e
o fendtipo dos leucocitos presentes nas lesdes determinadas por citometria de fluxo das células TCD4+ (B),
células TCD8+ (C), células B (CD19+) (D), células dendriticas (CD11b) (E), macroéfagos (F4/F80) (F) e a
percentagem de macrofagos com o fendtipo M1 (IFNR) (G) e M2 (IL4R) (H).*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <

0,001.
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menor numero de células dendriticas, quando comprado aos animais do grupo controle
(Figura 5E).

Os macrofagos sao células da linhagem mieldide e dependendo do microambiente
em que se encontram apresentam uma ampla heterogeneidade fenotipica. Sabe-se que existem
dois fenotipos distintos, os macrofagos ativados classicamente (M1) e os ativados
alternativamente (M2) (SHOUT et al., 2005). Com o propdsito de avaliar as populagdes de
macroéfagos M1 e M2, inicialmente avaliamos por citometria de fluxo o numero de
macrofagos presentes no microambiente tumoral (Figura 5). O nimero de macréfagos foi
maior em amostras de animais do grupo controle (WT), em relacdo aos animais Gal3KO
(Figura 5F). A analise da expressao de moléculas de superficie relacionadas aos macrofagos
M2 evidenciou aumento significativo desta populagdo de macréfagos em amostras de animais
do grupo controle (41% + 0,64), em relagdo as amostras de animais Gal3KO (8,1% + 0,25)
(Figura 5H). Em relacdo a populacdo de macrofagos M1, ndo observamos diferengas

significativas nas frequéncias desta populagdo celular entre os grupos (Figura 5G).

4.3 A auséncia de galectina-3 influencia a producéo de citocinas por células T CD4"

Sabe-se que os linfocitos T CD4" participam da resposta imune antitumoral
produzindo citocinas que ativam e polarizam outras células do sistema imune, como linfocitos
B, macrofagos e linfocitos T CD8" (SALUSTO, 2016). Com o objetivo de avaliar se a
auséncia de galectina-3 poderia interferir com a capacidade funcional destas células, linfocitos
isolados do tecido tumoral foram avaliados por citometria de fluxo quanto a producao de IL-
4, IL-10 e IL-17 (Figura 6). Linfécitos T CD4" isolados de amostras de tecido tumoral de
animais do grupo controle apresentaram maior percentagem de células que expressaram I1L-4,
IL-10 e IL-17, em comparagdo aos valores observados em amostras de animais do grupo

Gal3KO (Figura 6A, B,C).

4.4 A auséncia de Galectina-3 diminuiu o nivel de IL-10 no microambiente tumoral

O microambiente tumoral ¢ composto por mediadores soluveis que exercem
fungcdes importantes na inflamagdo com propriedades anti-inflamatorias e/ou pro-
inflamatoérias (MARTIN, WEI, LU, 2016). Sendo assim, para finalizar o estudo do
microambiente tumoral, analisamos o perfil das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17, TGF-

presentes no sobrenadante das amostras de tecido tumoral (Figura 7).
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Figura 6. A auséncia de Gal-3 reduz a porcentagem de citocinas do perfil das células T Ccp4’. A
percentagem de células IL4+CD4+ (A), IL10+CD4+ (B), IL17+CD4+ (C) presentes nas lesdes tumorais foi
determinada por citometria de fluxo.***p < 0,001
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A anélise da produgdo de IFN-y, IL-4 e IL-17 evidenciou uma tendéncia a maior
nivel destas citocinas em amostras do grupo controle, em comparacao as amostras de animais
Gal3KO, entretanto ndo houve diferenga estatistica significativa (Figura 7). Com relacdo aos
niveis de IL-10, os dados evidenciaram que as amostras dos animais WT apresentaram nivel
elevado desta citocina (P < 0,05), em relagdo ao grupo Gal3KO (Figura 7C). Por fim,
detectaram-se niveis similares de TGF-f nas amostras de animais do grupo controle e

Gal3KO (Figura 7D).
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Figura 7. Analise dos niveis de citocinas. Os niveis de IFN (A), IL-4 (B), IL-10 (C),
IL17 (D) e TGF-B (E) analisados dos sobrenadantes das amostras de tumor dos animais
WT e Gal3KO usando ELISA. *p <0,05.
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5 DISCUSSAO

A galectina-3 apresenta importante papel na proliferacdo celular, adesdo,
angiogénese e apoptose (SONG et al., 2014). Evidéncias recentes indicam que galectina-3
estd envolvida com progressdo tumoral, invasdo e metdstase (FORTUNA-COSTA et al.,
2014, DONDOO et al., 2017). Ademais, em diferentes tipos de cancer demonstrou-se que
galectina-3, presente no microambiente tumoral, poderia influenciar e promover ambientes
inflamatérios que permitiriam o crescimento tumoral (LIU E RABINOVISCH, 2005;
ONUCHIC e CHAMMAS, 2010; JIA et al., 2013); entretanto pouco se sabe sobre seu papel
no carcinoma espinocelular de pele (DANGUY, CAMBY, KISS, 2002). Uma vez que
galectina-3 ¢ expressa por células do sistema imune e dados indicam que células de carcinoma
espinocelular humano também expressam esta lectina (PLZAK et al., 2001; LARSEN et al.,
2011), buscamos esclarecer qual seria o papel funcional de galectina-3 no desenvolvimento de
carcinoma espinocelular e, inicialmente, avaliamos o desenvolvimento de tumores em animais

geneticamente deficientes de galectina-3.

Os dados obtidos demonstraram que galectina-3 apresentam um importante papel
no desenvolvimento tumoral. Ao analisarmos o desenvolvimento de carcinoma espinocelular
detectamos elevada frequéncia de papilomas nestes animais, contudo as lesdes apresentaram
volume menor ao observado em animais do grupo controle. Apds 16 semanas de
carcinogénese quimica, constatou-se o desenvolvimento de CEC moderadamente diferenciado
em animais deficientes de galectina-3. Conhecendo a diferenca no padriao de
desenvolvimento das lesdes tumorais entre os grupos, analisamos o perfil de displasias das
amostras de animais do grupo controle e deficientes de galectina-3. Os resultados da gradacdo
das lesdes de acordo com a OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005),
demostraram que em amostras de animais deficientes de galectina-3 apresentaram grau de
displasia mais elevado, quando comparado com animais do grupo controle. Sugerindo que
auséncia da galectina-3 no microambiente tumoral pode favorecer o desenvolvimento tumoral
mais agressivo. Estudos com animais em outros modelos tumorais também demonstraram
resultados semelhantes, onde animais deficientes galectina-3 tiveram um maior
desenvolvimento tumoral (JIA et al.,, 2013; PEREIRA et al., 2016). Um estudo com
melanomas mostrou que a presenca de galectina-3 acelera o crescimento tumoral e favorece a

angiogénese associado ao tumor (MACHADO et al., 2014).
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As células inflamatorias tém importante papel no comportamento bioldgico e na
interacdo das células tumorais e estroma em diferentes tipos de canceres (GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN; 2010). Estudos em diferentes tipos de tumores t€ém demonstrado que as
neoplasias sdo infiltradas por populacdo heterogénea de células do sistema imune, constituida
de diferentes propor¢des de linfocitos T, linfécitos B, células NK e macrofagos
(AALTOMAA et al., 1992; CAMP et al., 1996). Sabendo que uma das principais fun¢des da
galectina-3 ¢ a regulacdo das respostas inflamatorias (RUVOLO et al., 2016), analisamos a
extensao e perfil do infiltrado inflamatdrio no sitio tumoral. Os resultados demostraram que o
numero de leucocitos se apresentou diferente entre os grupos. Os animais do grupo controle
apresentaram maior nimero de leucécitos totais isolados do microambiente tumoral, como
predominio de macrofagos e no microambiente tumoral. De modo contrério, os resultados
evidenciaram em amostras de animais deficientes de galectina-3 (Gal3KO) o predominio de
linfécitos TCD4*, TCD8" e diminui¢do de macréfagos. As células T CD4" contribuem para a
regressao do tumor, orquestrando respostas imunes que atingem o tumor, sabe-se também que
deficiéncia de células TCD4" foi associada a uma diminui¢do no desenvolvimento tumoral em
animais induzidos quimicamente (GIRARDI et al., 2004; PERALES e WOLCHOK, 2004). A
menor percentagem de T CD4" observada nos animais WT poderia estar associada ao menor

grau de displasia encontrado nesses animais.

Estudos demonstram o papel da galectina-3 na regulacao da funcao e apoptose de
células T (STOWEL et al., 2008), entretanto pouco se sabe sobre o papel da galectina-3 na
regulacdo de células T reativas a tumores no microambiente tumoral, tem se demonstrado que
a galectina-3 interage diretamente com a sinapse imunoldgica na superficie das células T
reativas ao tumor e ativa as células T para a apoptose, dependendo do status das células T e

suas concentracdes proteicas (PENG et al., 2008).

Modelos experimentais demonstraram que a polarizacdo para um perfil de
resposta Tul esta associada com resolugdo do cancer, enquanto que a polarizacdo para Tu2
esta associada com progressao tumoral (GHOSH et al., 1995; HU; URBA; FOX, 1998; LEE
et al., 1997). Desta forma, analisamos as percentagens de células T CD4" que produziam IL-
10, IL-4 e IL-17. Os resultados de nosso estudo demonstraram menor percentagem de
linfocitos T CD4" em amostras de camundongos deficientes de galectina-3. Estudos recentes
sugerem que a galectina-3 suprime a ativacdo dos eventos iniciais na transducdao de sinal
mediada por TCR e potencializa a regulacdo negativa do TCR em células ativadas pelo

acoplamento do receptor (CHEN et al., 2009). Em um modelo animal de asma foi observado
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que os animais deficientes de galectina-3 desenvolveram uma forma menos severa da doenca
e com niveis de IL-4 menores quando comparados com os animais WT, sugerindo a
influéncia da galectina-3 na polarizagdo das células Th2 (ZUBERI et al., 2004). De modo
contrario, em um estudo de dermatite atopica foi observado que a galectina-3 pode promover
uma polarizacdo da resposta imune Th2 e contribuir para a inflamagao alérgica (SAEGUSA et
al., 2009). Em modelo de melanoma murino pode se observar uma desregulacio das respostas
imunes observada em camundongos Gal3™/~ em termos de diminui¢do da citotoxicidade de
NK e respostas Thl e Th2 (CHAUDHARI et., 2015). Assim, evidéncias apontam para a
possibilidade de que o balanco das respostas Thl e Th2 pode desempenhar um importante

papel no desenvolvimento e progressdo tumoral.

As células T CD8" tem um importante papel na atividade antitumoral seus efeitos
citotoxicos podem mediar diretamente a morte de células tumorais, e também sdo capazes de
liberar citocinas que previnem e suprimem o desenvolvimento dos tumores
(SCHOENBERGER et al.,, 1998). Em nosso estudo observou-se que a deficiéncia de
galectina-3 levou a aumento no nimero de linfocitos T CD8" no microambiente tumoral.
Pouco se sabe sobre os efeitos de galectina-3 na fungdo das células T CD8'. A galectina-3
extracelular se liga a LAG-3 nas células T CD8" e, possivelmente, suprime a fungdo destas
células (KUOU et al., 2015). Assim com em células T CD8" derivados de tumores, a
expressdo da galectina-3 tem sido associada a perda da localizagdo do marcador TCR ¢ CD8"
na sinapse imunologica e perda subsequente da funcdo efetora (DEMOTTE et al., 2010).
Estes dados indicariam que galectina-3 pode direta ou indiretamente influenciar e controlar a

ativacao das células T regulando a sinapse imunoldgica.

A participacdo de macrofagos no desenvolvimento de neoplasias e seu papel no
estabelecimento de uma inflamacgdo cronica vém ganhando importancia e complexidade
crescentes. Os macrofagos associados a tumores (TAMs — tumor-associated macrophages)
estdo envolvidos em processos de inflamagdo cronica e parecem estar associados a progressao
tumoral e metastase (revisto por Chammas, 2010). Macrofagos associados a tumores sao as
principais células inflamatorias que infiltram tanto tumores humanos e murinos
(MONTOVANI et al., 1992), estudos epidemiologicos indicam uma correlagdo entre a
densidade de TAMs e o mau progndstico em varios canceres humanos (POLLARD, 2009).
Sabe-se que galectina-3 atua como fator quimiotatico e de adesao tem um papel importante no

recrutamento de monocitos e macrofagos, em nosso estudo observou-se que a deficiéncia de
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galectina-3 levou a diminui¢do no numero de macroéfagos no microambiente tumoral. Estes

dados indicariam que galectina-3 atua de uma forma na regulacdo dos macrofagos.

Sabe-se que macrofagos apresentam plasticidade fenotipica e funcional e
contribuem para a inflamacao, resposta antitumoral, imunorregula¢do, remodelagao tecidual
e/ou promoc¢ao tumoral; e essas fungdes sdo dependentes dos sinais que estes recebem do
microambiente (GRIVENNIKOV, GRETEN, KARIN, 2010). Estudos indicam dois fen6tipos
funcionais para macrofagos: o estado de ativacdo classica (M1) e o de ativacdo alternativa
(M2) (SICA, ALLAVENA, MANTOVANI, 2008). A ativacdo de macrofagos depende de
sinais do microambiente circundante a multiplos estimulos, que desempenham um papel
importante no desenvolvimento do tumor, com isto os macrofagos podem sofrer uma
polarizacdo, e se diferenciar em dois tipos: M1 também chamado de via de ativacao cléssica
em resposta a estimulacdo com fatores microbianos, como o LPS, e citocinas pro-
inflamatorias Thl, como IFNy, TNFa e IL-1, ou uma combinagao dos dois e os M2 também
chamados de via alternativa, em resposta as citocinas Th2, IL-4, IL-13, as citocinas anti-
inflamatorias, IL-10 e TGFp, ou glicocorticoides (MONTOVANI et al., 2004; EDWARDS et
al., 2006). A auséncia de galectina-3 levou a diminui¢do na percentagem de macrofagos M2
no microambiente tumoral. Assim, demonstramos que a presenca de galectina-3 no
microambiente tumoral estudado pode favorecer a diferenciagdo de macréfagos para o perfil
M2. Em acordancia, resultados recentes demonstraram que galectina-3 ¢ um importante
regulador da via de ativacdo alternativa dos macrofagos. Neste estudo, macréfagos residentes
e derivados do lavado peritoneal de camundongos deficientes para galectina-3 e submetidos
ao estimulo de polarizagdo M2 (IL-4 e IL-13) apresentaram baixa diferenciagdo para o
fenotipo M2 (MACKINNON et al., 2008). De modo contrario, a galectina-3 desempenha um
papel na promocdo da ativagdo classica dos macréfagos durante a patogénese da

hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno (DRAGOMIR et al., 2012).

Em relacdo a células dentriticas os animais Gal3KO apresentaram uma
diminui¢do no numero de células dentriticas, este resultado pode estar relacionado com o fato
de a galectina-3 regular a migracdo de células dendriticas e animais deficientes em galectina-3
apresentarem uma migracdo defeituosa de células dendriticas (HSU et al., 2009 YAN et al.,

2012).

Citocinas e quimiocinas possuem importante papel na resposta imune ao cancer e,

em alguns casos, podem contribuir para o processo de carcinogénese (LANDSKRON et al.,
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2014). Estas moléculas podem ser envolvidas com a iniciacdo tumoral, progressao e metastase
(BUCKMAN et al., 1998; MOORE et al., 1999; SUGANUMA et al., 1999; CHAN et al.,
2004; LIND et al., 2004). Algumas citocinas podem ser consideradas promotoras do
desenvolvimento tumoral, enquanto outras podem inibir o desenvolvimento e a progressao do
tumor (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN; 2010). IFN-y é uma citocina cuja atividade
bioldgica estd convencionalmente associada a mecanismos citotoxicos e antitumorais durante
a resposta imune adaptativa mediada por células. Entretanto, dados da literatura indicam que
IFN-y, além de exercer efeito toxico direto sobre células neoplasicas, apresenta atividade que
inibe a angiogénese (CORTHAY et al., 2005), embora sua capacidade de promover a evasao
tumoral as respostas imunolédgicas ja tenha sido relatada (HE et al., 2005). Ao analisarmos a
producao de IFN-y os resultados evidenciaram que um leve aumento na concentracao de IFN-
vy em amostras de animais do grupo controle. De fato, dados da literatura indicam que
galectina-3 inibe a resposta celular, a transdu¢do de sinal induzida por IFN-y, e inibe o

crescimento de células de cancer gastrico (TSENG et al., 2016).

A citocina IL-17 promove o crescimento tumoral e angiogénese em modelos de
cancer de mama, fibrosarcoma e adenocarcinoma de célon (NUMASAKI et al., 2003; DU et
al., 2012). Entretanto, dados de outros modelos indicaram que esta citocina pode inibir o
crescimento tumoral pela ativagdo de CTLs (BENCHETRIT et al.,, 2002; MARTIN-
OROZCO et al., 2009), além de erradicagdao de tumores em modelos de melanoma murino
(MURANSKI, el al.; 2008). Em relacdo a IL-17 e a galectina-3 a maioria dos estudos tem
sido em relagdo a infe¢des parasitarias e doencas autoimunes, entretanto num estudo de
carcinoma colorretal a Galectina-3 estd envolvida na inflamag¢do durante a progressdo do
carcinoma aumentando a producdo IL-17 (PETROVIC et al., 2016). A galectina-3 regula
negativamente as respostas da IL-17 a infeccdo pelo Histoplasma através da regulagdo
negativa da producdo de citocinas do eixo IL-23 / IL-17A pelas DCs. A maior producdo de
IL-23 em camundongos deficientes de galectina-3 ndo apenas ativa Th17 preferencialmente,
como também induz a producdo de IL-17A por neutréfilos (WU et al., 2013). Durante a
encefalomielite aguda experimental, demonstrou-se que camundongos deficientes de
galectina-3 produziram menos IL-17 e IFN-y e tiveram a gravidade da doenca atenuada

(JIANG et al., 2009).

IL-10 ¢ uma citocina imunossupressora potente produzida principalmente por
células Th2, macrofagos e células B ativadas (MANNINO et al., 2015). Os resultados do

presente estudo evidenciaram diferencga na produgdo de IL-10 entre os grupos controle (WT) e
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Gal3KO, observou-se uma menor produgdo de IL-10 em amostras de animais deficientes de
galectina-3. Dados da literatura demonstraram que as concentragdes séricas de galectina-3 em
pacientes com cancer colorretal sdo inversamente correlacionadas com a producao de IL-10
(SHIMURA et al., 2016). O modelo proposto sugere um efeito da galectina-3 e a produgdo de
IL-10.

Nao observamos diferencas entre os grupos estudados na quantidade de TGF-,
entretanto sabe-se que o TGF-B modula processos como invasdo celular, regulacdo
imunolodgica e modificagdo do microambiente tumoral, correlacionando tanto com a supressao
quanto a promog¢do tumoral, uma resposta TGF-B ¢ altamente contextual ao longo do
desenvolvimento, através de diferentes tecidos e células (MASSAGUE, 2008). Em metéastases
Osseas de cancer de mama, o TGF-f3 aumentou a expressao de genes associados a metéstases
osseas, incluindo PTHRP, IL11, CTGF, CXCR4, MMP1 e JAG1 (YING et al., 1999; KANG
et al., 2005). Contraditoriamente embora a sinalizagdo de TGF-B elevada na pele previna a
inducdo quimica de papilomas benignos, o TGF-f aumenta sua conversao maligna em CEC ¢
promove metastase (CUI et al., 1996; MASSAGUE, 2012), muitos estudos atribuem esses
efeitos aparentemente distintos do TGF-B a mudangas genéticas cumulativas durante a
tumorigénese (TIAN et al., 2015). Em relacdo ao TGF-p e a galectina-3 resultados sugerem
que a reducdo da galectina-3 na superficie celular reduz a expressdo da superficie celular do
TGFBR sem afetar a expressao total do TGFBR ou a afinidade do receptor pelo TGF-B1
(MACKINNON et al., 2012).

De acordo com os resultados obtidos, mostramos que a auséncia da galectina-3
estd associada a uma maior progressao do carcinoma espinocelular de pele. Além disso,
observou-se 0 aumento das células TCD4*, TCD8", entretanto uma diminui¢do de células B,
dendriticas além da diminuicdo de macréfagos e uma menor porcentagem dos macréfagos M2
e citocinas do perfil Th2. Desta forma, nossos resultados fornecem evidéncias de que a
galectina-3 desempenha um papel importante na progressdo do carcinoma espinocelular de

pele.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir:

1) Os animais deficientes de galectina-3 apresentaram menor progressao tumoral

lesdes em comparacdo aos animais do grupo controle.

2) Os animais deficientes em galectina-3 apresentaram aumento na percentagem
de células TCD4"*, TCDS8", associada a diminui¢io de células B, dendriticas e
macrofagos no microambiente tumoral. Dentro da populagdo de macrofagos, os
dados evidenciaram menor percentagem dos macréfagos M2 no microambiente

tumoral.

3) Os animais deficientes em galectina-3 apresentaram baixos niveis de IL-10 no

microambiente tumoral.
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