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RESUMO 

 

 

A galectina-3 (GAL-3) é uma proteína multifuncional que pertence à família das lectinas e 

liga a carboidratos. A expressão de galectina-3 foi detectada em muitos tipos de tumores, 

como melanomas, astrocitomas e tumores da bexiga e de ovário. A galectina-3 é expressa por 

macrófagos e desempenha papel importante na polarização de macrófagos para o fenótipo 

M2. Sabe-se que macrófagos de fenótipo M2 estão associados com a progressão tumoral. 

Apesar dos avanços sobre o papel de galectina-3 na progressão tumoral, pouco se sabe sobre o 

papel desta lectina na ativação de macrófagos durante o desenvolvimento de carcinoma 

espinocelular (CEC). Desta forma, utilizando o modelo experimental de carcinoma 

espinocelular induzido quimicamente, testamos a hipótese de que a sinalização mediada por 

galectina-3 poderia modular a resposta imune e o desenvolvimento tumoral. Os resultados do 

presente estudo demostraram que a ausência da galectina-3 está associada a menor progressão 

do carcinoma espinocelular. Além disso, observou-se o aumento nas percentagens de células 

TCD4+, TCD8+, associada a uma diminuição de células B, células dendríticas e macrófagos 

em amostras de tecido tumoral de animais Gal3KO. Em relação ao fenótipo dos macrófagos, 

os resultados evidenciaram uma menor porcentagem de macrófagos M2 em amostras de 

animais deficientes de galectina 3, bem como de citocinas do perfil Th2. Desta forma, os 

resultados do presente estudo fornecem evidências de que galectina-3 desempenha um papel 

importante na progressão do carcinoma espinocelular de pele e pode ser um alvo para futuras 

modalidades terapêuticas. 

 

 

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



 

 

 



 

 

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.  

 



 

 

 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Ilustração 1. A estrutura dos membros da família das galectinas .......................................... 16 

 

 

Figura 1.  Análise do desenvolvimento tumoral ....................................................................34 

Figura 2.  Análises histológicas da pele dos animais WT e Gal3KO coradas em H&E .......35 

Figura 3.  Análise do infiltrado inflamatório .........................................................................37 

Figura 4.  Análises do infiltrado inflamatório .......................................................................38 

Figura 5.  A Gal-3 na caracterização dos leucócitos no microambiente Tumoral ............... 39 

Figura 6.  A ausência de Gal-3 reduz a porcentagem de citocinas do perfil das células T 

CD4
+ ................................................................................................................... 41 

Figura 7.  Análise dos níveis de citocinas. .......................................................................... 43 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS 

 

APC ................... aloficocianina 

BALB/c .............. Bagg Albinos C Mice, camundogno Bagg albino C 

BSA ................... Bovine Serum Albumin, albumina sérica bovina 

Ca2+ ................... Calcium, cálcio  

CBC ................... Carcinoma basocelular 

CD ...................... Cluster of Differentiation, agrupamentos de diferenciação 

CEC ................... Carcinoma espinocelular 

CRD ................... Carbohydrate-recognition domain 

D ........................ Maior diâmetro 

d ......................... Menor diâmetro 

DC ...................... Dendritic Cell, célula dendrítica 

DMBA ............... 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene, 7,12-dimetilbenz[a]antraceno 

EDTA ................ Ethylenediaminetetraacetic Acid, ácido etileno-dimano-tetra acético 

FACS ................. Fluorescence-activated Cell Sorting, separação celular ativada por 

fluorescência 

FITC .................. Fluorescein Isothiocyanate, isotiocianato de fluoersceína 

g ......................... Grams, gramas 

GAL-3 ................ Galectin-3, galectina-3 

Gal3KO .............. Gal-3 Knockout, camundongo geneticamente deficiente de galectina-3 

H&E ................... Haematoxylin and Eosin, hematoxilina e eosina 

IFN-γ .................. Interferon-gamma 

IL ....................... Interleukin, interleucina 

INCA ................. Instituto Nacional de Câncer 

KRAS ................ Proto-oncogene, GTPase 

LGALS3 ............ Gene da Galectina-3 

M1 ...................... M1-polarized Macrophages, macrófagos M1 polarizados 

M2 ...................... M2-polarized Macrophages, macrófagos M2 polarizados 

mg ...................... Milligram, miligrama 

mL ...................... Milliliter, mililitros 

mm ..................... Millimeter, milímetro 



 

 

 

 



 

 

NF-κB ................ Nuclear factor kappa B, fator nuclear kappa B 

NK ..................... Natural Killer Cell, célula matadora natural 

OMS .................. Organização Mundial de Saúde 

PBS .................... Phosphate Buffered Saline, tapão fosfato salino 

PE ...................... Phycoerythrin, ficoeritrina 

PercP .................. Peridinin Chlorophyll Protein, proteína clorofil peridina 

pH ...................... Hidrogenionic Potential, potencial hidrogeniônico 

PI ........................ Propidium Iodide, iodeto de propídeo 

PI3K ................... Fosfatidilinositol 3-quinase 

PKB ................... Protein Kinase B, proteína quinase B 

PMA .................. Phorbol Myristate Acetate, acetate miristato de forbol 

RAF1 ................. Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 

RNA ................... Ácido ribonucleico 

RPMI ................. Roswell Park Memorial Institute Medium, meio de cultura Roswell Park 

Memorial Institute 

SD ...................... Standard Deviation, desvio padrão 

SSC .................... Side Scatter, parâmetro de análise celular por granularidade 

TCR ................... T cell receptor, receptor de células T 

T CD4+ .............. Helper T Lymphocyte, linfócito T auxiliary 

T CD8+ .............. Cytotoxic T Lymphocyte, linfócito T citotóxico 

TGF-β ................ Tumoral Growth Factor, fator de transformação de crescimento 

TH ...................... Helper T Lymphocyte, linfócito T auxiliar 

TH1 .................... Helper T Lymphocyte 1, linfócito T auxiliar 1 

TH2 .................... Helper T Lymphocyte 2, linfócito T auxiliar 2 

TNF-α ................ Tumor Necrosis Factor Alpha, fator de necrose tumoral alfa 

USP .................... Universidade de São Paulo 

UV ..................... Ultravioleta 

V ........................ Volume 

VEGF ................. Vascular Endothelial Growth Factor, fator de crescimento vascular 

endotelial 

WT ..................... Wild Type 

WTCEC ................ Wild Type CEC, camundongo selvagem com carcinoma espinocelular 



 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

% ........................ Percentagem  

°C ....................... Graus Celsius  

µg ....................... Microgram, microgramas  

µL ....................... Microliter, microlitros  

µM ..................... Micromolar, micromolar  

µm ...................... Micrometer, micrômetro  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA ................................................. 15 

 

2  PROPOSIÇÃO ........................................................................................................... 23 

 

3  MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................... 27 

3.1  Aspectos Éticos e Animais de experimentação ............................................................ 27 

3.2  Carcinogênese química ................................................................................................ 27 

3.3  Eutanásia e coleta de tecidos ........................................................................................ 27 

3.4  Análise Histopatológica ............................................................................................... 28 

3.5  Separação de leucócitos da lesão ................................................................................. 28 

3.6  Citometria de fluxo ...................................................................................................... 29 

3.7  Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem de citocinas e quimiocinas ............ 29 

3.8  Análise estatística ......................................................................................................... 30 

 

4  RESULTADOS ........................................................................................................... 33 

4.1  Ausência de galectina-3 afeta o desenvolvimento de carcinoma espinocelular de           

pele ............................................................................................................................... 33 

4.2  Caracterização dos leucócitos no microambiente tumoral ........................................... 36 

4.3  A ausência de galectina-3 influencia a produção de citocinas por células T CD4+ ..... 40 

4.4  A ausência de Galectina-3 diminuiu o nível de IL-10 no microambiente tumoral ...... 40 

 

5  DISCUSSÃO ............................................................................................................... 47 

 

6  CONCLUSÕES .......................................................................................................... 55 

 

7 REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 59 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 INTRODUÇÃO E  
REVISÃO DE LITERATURA 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 



Introdução e Revisão de Literatura  15 

 

1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

As lectinas são definidas como proteínas que ligam carboidratos sem alterá-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 

evidência direta da existência de uma lectina em mamíferos surgiu durante um estudo de 

mecanismos que controlavam o turnover de glicoproteínas na circulação sanguínea 

(DRICKAMER e TAYLOR, 1993).   

As lectinas compreendem uma classe de proteínas que possuem pelo menos um 

domínio de reconhecimento de carboidrato (CRD, carbohydrate-recognition domain) e que se 

ligam especificamente a açúcares, de maneira reversível (LIU e RABINOVISCH, 2005; 

NAKAHARA; OKA; RAZ, 2005). Estão presentes em todos os organismos vivos, como 

plantas, vírus, bactérias e mamíferos. As lectinas de mamíferos 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 interação 

célula á célula, adesão, proliferação, apoptose, splicing do RNA e também na modulação das 

respostas celulares (DINGS et al., 2018).   

A partir do CRD, as lectinas de mamíferos podem ser agrupadas em famílias e 

superfamílias estruturalmente relacionadas (SHARON e LIS, 2004). Essas proteínas foram 

classificadas em pelo menos 4 grupos: lectinas do tipo C, tipo P, tipo I e do tipo S (ou S-Lac), 

onde se encontram as galectinas, proteínas ligante de β-galactosídeos (BARONDES et al., 

1994; RINI e LOBSANOV, 1999; KRZESLAK e LIPINSKA, 2004; LIU e RABINOVICH, 

2005). Membros das galectinas são amplamente distribuídos na natureza, presente desde 

organismos primitivos como esponjas e nematoides até fungos e animais superiores 

(BONALUMI, 2014). Atualmente são identificados 15 tipos de galectinas que de acordo com 

sua estrutura são divididas em três 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 peptídeo de ligação, representado pelas galectinas 4, 6, 8, 9 

e 12 (Ilustração 1) (CHIARIOTTI et al., 2004; SCIACCHITANO et al., 2018). 
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Ilustração 1. A estrutura dos membros da família das galectinas. Os membros da família das galectinas são 
divididos em três tipos: a) Proto com um domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD); b) tandem repeat, 
com dois CRDs conectados por um ligante não conservado; c) quimera com um CRD e um domínio N terminal 
não lectina (ND). Algumas galectinas podem se associar em dímeros ou oligômeros. Retirado de Sciacchitano et 
al. 2018. (SCIACCHITANO et al., 2018). 
 

As galectinas foram primeiramente isoladas como proteínas de ligação a β-

galactosídeo constituem uma família de lectinas amplamente expressas em animais e 

evolutivamente conservadas que exibem similaridade no domínio 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 é o membro mais estudado da família de galectinas (OCHIENG et al, 2004). A 

galectina-3 humana, pertence ao grupo quimera da família das galectinas, é codificada por um 

único gene, o gene LGALS3, é um monómero de  32-35kDa  (KADROSFKE, OPENO, 

WANG, 1998). Sua estrutura é formada por um domínio de reconhecimento de carboidratos 

(CRD); e por um pequeno domínio amino-terminal de ligação protéica, que contém 

seqüências repetidas ricas em prolina, tirosina e glicina (LIU, 1990). 
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A galectina-3 pode ser encontrada no núcleo, citoplasma e na superfície de muitas 

células e a expressão desta proteína foi observada em vários tipos de tecidos como cólon, 

tireoide e próstata (LOTZ et al., 1993; PACIS et al., 2000; SAGGIORATO et al., 2004). A 

sua expressão em grande variedade de tipos celulares, como por exemplo, eosinófilos, 

neutrófilos, células dendríticas, mastócitos, linfócitos e células epiteliais (FLOTTE, 

SPRINGER, THORBECKE, 1983; HAINES et al., 1983; TRUONG et al., 1993). A 

galectina-3 é encontrada em solução como um monômero, mas pode formar oligômeros 

quando se liga a múltiplos carboidratos (AHMAD et al., 2004) formando estruturas 

supramoleculares conhecidas como lattices, que são importantes para aumentar a exposição 

de glicoproteínas na superfície celular influenciado a resposta celular (BOSCHER, DENNIS, 

NABI, 2011; FORTUNA-COSTA, 2014). As galectinas interagem com glicoconjugados 

enriquecidos com β-galactósideos presentes em vários patógenos. Embora a natureza dessas 

interações não seja bem caracterizada, a formação da rede provavelmente desempenha um 

papel na ligação da galectina e o patógeno assim influenciando a resposta a este patógeno 

(RABINOVICH et al., 2007).  

Em relação a suas atividades biológicas, a galectina-3 apresenta uma 

multifuncionalidade, regula o crescimento celular, a apoptose, transformações neoplásicas e 

aumenta sua expressão durante o processo inflamatório, induzindo a ativação de mastóctios, 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos (HSU et al., 2000; SANO et al., 2000). Estudos 

demostram que células que tiveram uma alta expressão de galectina-3 apresentaram aumento 

da resistência a apoptose quando induzida por óxido nítrico e radiação (TRUONG et al., 

1993; YANG, HDSU, LIU, 1996). No processo de regulação da proliferação celular, a 

galectina-3 pode aumentar a expressão de fatores de transcrição atuando nas vias de 

sinalização celular (SHIMURA et al., 2004). 

Em relação ao papel de galectina-3 na ativação e/ou inibição das células do 

sistema imunológico, dados indicam que galectina-3 apresenta importante papel na função 

dos macrófagos (YAN E LIU, 2003; OCHIENG, FURTAK, LUKYANOV, 2004). Estudos 

sugerem que está proteína contribui para a migração destas células para o foco inflamatório. 

Além disso, demonstrou-se que galectina-3 expressa por células da linhagem monocítica atua 

como molécula pró-inflamatória induzindo a secreção de citocinas e quimiocinas (MELO et 

al., 2003). A ausência de galectina-3 em macrófagos compromete a atividade fagocítica 

(SANO et al., 2003). A ativação de macrófagos via a sinalização mediada por galectina-3 

seria importante para a polarização destas células para o fenótipo M2 (MACHADO et al., 
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2014). Dados também apontam para um papel de galectina-3 na ativação de linfócitos T. A 

galectina-3 é expressa por em vários subtipos de células T (PFOERTNER et al., 2006). 

Análises de microarray indicaram a expressão de galectina-3 na subpopulação de células T 

CD8, em resposta a Yersinia pseudotubertulosis (FAHRER et al., 2001). Em células de T 

CD4+ de memória observa-se aumento da expressão de galectina-3, quando comparado as 

células T naïve (HAINING et al., 2008), e a presença de RNAm para galectina-3 foi detectada 

em células T reguladoras (Tregs) (PFOERTNER et al., 2006).   

Em relação ao papel de galectina-3 na ativação e/ou inibição das células T, dados 

indicam que a galectina-3 pode desempenhar papel negativo na ativação de células T, um 

processo que requer agrupamento de um número de receptores de células T (TCRs) no local 

de apresentação do antígeno. Quando a galectina-3 interage com glicanos modificados com 

Mgat5 na superfície das células T, restringindo o recrutamento do TCR para o local de 

apresentação de antígeno (DEMETRIOU et al., 2001), promovendo a anergia de células T. A 

galectina-3 induz a apoptose de células T, devido a sua ligação as moléculas CD45 e/ou CD71 

(STILLMAN et al., 2006). A expressão de galectina-3 por linfócitos é induzida pelos sinais 

de ativação 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 Ca2+ que é 

bloqueado pela lactose, sugerindo que a galectina-3 liberada por outros tipos celulares como 

macrófagos também podem participar da sinalização de Ca2+ durante a ativação 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 importância dessas galectinas na 

progressão do câncer e metástase (LIU E CUMMINGS, 2009; SONG et al., 2014). A 

expressão de galectina-3 foi detectada em muitos tipos de tumores, como melanomas, 

astrocitomas e tumores da bexiga e de ovário. A expressão aumentada de galectina-3 

geralmente está relacionada com a agressividade clínica do tumor e metástase (LIU E 

CUMMINGS, 2009).A galectina-1 pode promover a transformação maligna de células de 

glioma, contribuindo para a progressão tumoral (YAMAOKA et al., 2000). A galectina-1 

correlacionar-se com o oncogênese RAS e a galectina-3 preferencialmente ao KRAS 

permitindo a ativação de RAF1 e PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) colaborando com 

ativação das vias de sinalização e a regulação da expressão do gene (PAZ et al., 2001; ELAD-

SFADIA et al., 2004). Além disso, as galectinas podem contribuir para a metástase ligando-se 

as integrinas ou regulando a expressão destas. A galectina-7 promove um perfil metastático e 
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resistência a apoptose em câncer de mama, a galectina 4 e 8 podem contribuir para a adesão 

das células cancerígenas ao endotélio vascular e assim contribuindo para a metástase 

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

A expressão da galectina-3 foi detectada em diversos tipos de tumores como 

tireoide, colón, pâncreas, mama, cabeça e pescoço (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 

biológicos alterados em neoplasias, como os processos de invasão e proliferação celular 

(MAZUREK et al., 2005). O aumento da adesão das células tumorais à matriz extracelular, 

induzido pela galectina-3, pode ter um papel importante no mecanismo de invasão e 

metástases tumorais (MATARRESE et al., 2000).A presença de galectina-3 acelera o 

crescimento tumoral em melanomas e favorece a angiogênese associado ao tumor 

(MACHADO et al., 2014). Um estudo envolvendo o silenciamento da expressão da galectina-

3 em células de melanoma resultou na perda da tumorigenicidade e metástase acompanhada 

de um comprometimento na angiogênese e diminuição da invasão. 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 língua foi demostrado um aumento da expressão 

de galectina-3 no citoplasma de células epiteliais enquanto que a expressão nuclear diminuiu 

(HONJO et al., 2000). Avaliando a relação entre a expressão de galectina-3 e níveis de 

apoptose de células T em tecido de carcinoma de células renais e características clínicas e 

patológicas, os resultados sugerem que galectina-3 é um das moléculas alvo para modular o 

escape imunológico do carcinoma de células renais  (TOMOHARU et al., 2008). Analises 

imuno-histoquímicas de galectina-3 e CD68 em biópsias de pacientes com carcinoma oral 

evidenciaram alta expressão de galectina-3 (WEBER et al., 2017).   Dependendo do 

microambiente tumoral e localização da galectina-3 ela pode ter atividade pró ou antitumoral. 

Em carcinoma de células escamosas foi observada a diminuição dos níveis de galectina-3 ao 

passo que em melanoma foi observado um aumento destes níveis (PRIETO, 2006). Sendo 

galectina-3 associada com os mecanismos de invasão e metástase tumoral e com a migração 

de neutrófilos e macrófagos para o microambiente inflamatório estudos sugerem que o 

bloqueio da função da galectina-3 limite a metástase tumoral (HSU et al., 2000; 

KAPUCUOGLU et al., 2009; SONG et al., 2014). A expressão da galectina-3 foi relatada em 

carcinoma espinocelular e carcinoma basocelular e correlaciona-se com o grau de 
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diferenciação tumoral. Em amostras de carcinoma espinocelular há uma maior expressão do 

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

O câncer de pele é a neoplasia maligna mais comum no mundo e representa mais 

da metade dos diagnósticos de câncer (INCA, 2018). Os cânceres de pele podem ser de dois 

tipos: não melanoma e melanoma. O câncer de pele não melanoma é o tumor mais incidente 

no Brasil, com 165.580 novos casos, segundo estimativas do Instituto Nacional de Câncer 

(INCA, 2018). O câncer não melanoma, por sua vez, tem origem a partir das células 

epidérmicas, variando apenas a localização 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) 

(SIMÕES, SOUZA, PAIS, 2015). Assim, o termo câncer de pele não melanoma abrange, 

principalmente, o carcinoma basocelular e o espinocelular. Esses dois tumores malignos 

apresentam-se de forma diferente ao exame clínico e ao exame histopatológico (HOLMES, 

2014).  No entanto, ambos são muito parecidos quanto ao prognóstico: apresentam baixa 

letalidade, ou seja, raramente levam à morte e as metástases são raras (QUINN e PERKINS, 

2010). O carcinoma espinocelular é segundo mais prevalente dentre todos os tipos de câncer 

(Skin Cancer Foundation, 2018). Pode se desenvolver em todas as partes do corpo como trato 

digestivo superior, pulmão, cavidade oral, língua, cavidade nasal, seios paranasais, laringe e 

faringe (incluindo a nasofaringe, orofaringe e hipofaringe), embora seja mais comum nas 

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

O mecanismo envolvido na progressão tumoral do carcinoma espinocelular é 

desconhecido. Estudos recentes têm demonstrado que existe uma relação direta entre a 

resposta imune Th1-relacionados e um melhor prognóstico em pacientes com carcinoma 

espinocelular (SPARANO et al., 2004). Estes resultados levaram-nos a hipótese de que a 

resposta imune do tipo Th1 protetora contra o carcinoma espinocelular pode ser prejudicada 

por fatores endógenos (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 

polarização de macrófagos para o fenótipo M2, e estas células estariam associadas com a 

inibição de células T e, consequentemente, a progressão tumoral (MACKINNON et al., 2008; 

JIA et al., 2013). Assim, diante de tudo que foi descrito anteriormente e considerando a 

importância da galectina-3 nos fenômenos biológicos que podem influenciar na formação e 

progressão tumoral, o objetivo deste trabalho foi analisar se a ausência da sinalização de 

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

 

 

Baseado no exposto, a hipótese a ser testada é se a expressão de galectina-3 

influenciaria a diferenciação de macrófagos para o fenótipo M2 e, por consequência, levaria a 

progressão neoplásica. Para testar essa hipótese, propomo-nos a cumprir dois objetivos 

principais:  

1. Avaliar o desenvolvimento e progressão do carcinoma espinocelular em 

camundongos geneticamente deficientes de galectina-3 (GAL3KO); 

2. Analisar o fenótipo das células do infiltrado inflamatório presente em lesões do 

carcinoma espinocelular; 

3. Analisar o perfil de citocinas presentes no microambiente tumoral. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos Éticos e Animais de experimentação 

 

Foram utilizados camundongos isogênicos BALB/c (WT) e geneticamente 

deficientes de galectina-3 (Gal3KO), fêmeas, de 6 a 8 semanas, provenientes do Biotério 

Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Os animais foram alocados, 

ao acaso, em gaiolas de polipropileno e mantidos em condições apropriadas, com livre acesso 

à água e a uma dieta padrão de laboratório. 

 

 

3.2 Carcinogênese química 

 

O protocolo de indução de carcinogênese química empregado compreendeu duas 

fases: iniciação e promoção, como descrito por Moore et al. em 1999. Antes da aplicação do 

agente iniciador, a região dorsal de cada camundongo era submetida à assepsia por álcool 

70% v/v e à tricotomia com auxílio de lâminas de barbear Gillette aço inox.  Os animais do 

grupo controle, após a tricotomia, receberam apenas acetona, veículo diluente do carcinógeno.   

Os camundongos do grupo experimental (n=15) receberam uma primeira dose de 50µg de 

7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) diluído em 200µL de acetona; seguida por mais três 

doses (DMBA, 25µg/100µL de acetona), aplicadas uma vez por semana. Durante a fase de 

promoção, cada animal recebeu 10µg de Phorbol Miristato Acetato (PMA) diluído em 

acetona, três vezes por semana, durante 18 semanas. O desenvolvimento tumoral foi 

acompanhado visualmente no transcorrer de todo o período experimental e as alterações 

morfológicas devidamente registradas. As dimensões dos tumores formam medidas com 

auxílio de um paquímetro, e o volume calculado segundo a fórmula: Dxd²/2 aonde D e d são 

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

 

3.3 Eutanásia e coleta de tecidos 

 

Os animais foram submetidos à eutanásia no período de 18 semanas após o início 

da aplicação do carcinógeno. A eutanásia foi realizada com o uso do barbitúrico Tiopental 
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Sódico 2,5% (200mg/kg) por via intraperitoneal, associado com anestésico local (cloridrato 

de lidocaína na dosagem de 10 mg/kg). Após a confirmação do óbito, fragmentos das lesões e 

órgãos (coração, pulmão, fígado, baço e linfonodos) foram coletados e armazenados em 

solução salina a 4ºC e, em seguida, encaminhados para o laboratório de Microbiologia e 

Imunologia da Faculdade de Odontologia de Bauru, FOB/USP. Após a remoção cirúrgica, as 

lesões foram divididas em duas partes: um fragmento separado para a confecção de lâminas 

histológicas e o segundo fragmento destinado a realização do processo de digestão enzimática 

do tecido para o isolamento de leucócitos. 

 

 

3.4 Análise Histopatológica 

 

Amostras de tecido tumoral, coletadas como descrito acima foram fixadas em 

solução de paraformaldeído 10%, pH 7.4, em temperatura ambiente, pelo tempo máximo de 

6h. O material foi processado pelos métodos histológicos de rotina e incluídos em parafina. 

Cortes seriados com espessura de 5µm foram obtidas através de um micrótomo, montados em 

lâminas (Sigma), e corados com coloração em hematoxilina & eosina. A análise 

histopatológica foi realizada através da análise de cortes seriados em microscopia ótica, 

seguindo os critérios adotados pela Organização Mundial de Saúde 2005 em: displasia 

epitelial discreta, quando na presença alterações arquiteturais limitadas ao terço basal do 

epitélio, acompanhado de atipia citológica; displasia epitelial moderada, lesões com alterações 

arquiteturais se estendendo ao terço médio do epitélio, considerando-se que a análise do grau 

de atipia citológica pode aumentar o grau de displasia; e displasia epitelial intensa: presença 

de alterações arquiteturais em mais de dois terços do epitélio associadas à atipias citológicas. 

O infiltrado mononuclear de cada secção foi classificado quanto à intensidade em discreto, 

moderado ou intenso e de acordo com a localização em difuso, focal ou misto visando 

basicamente determinar as características histológicas do tecido tumoral e o infiltrado 

inflamatório presente no microambiente tumoral.  

 

 

3.5 Separação de leucócitos da lesão 

 

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

37°C com meio RPMI contendo 250 µg/mL de colagenase. Um ciclo de dissociação 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 suspensão de células foi 

passada através de um filtro de células de 30 µm utilizando o êmbolo de uma seringa de 2 ml 

(BD Bioscience). Todas as contagens de células foram determinadas usando uma câmara de 

Neubauer. As células mortas foram excluídas com base na coloração com azul trypan.  

 

 

3.6 Citometria de fluxo  

 

A fenotipagem da população de leucócitos isolados do tecido tumoral dos animais 

de experimentação foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se anticorpos específicos. 

As células (1x106 células) foram incubadas com soro de coelho para o bloqueio de ligações 

inespecíficas por 60 minutos a 4°C. Em seguida, os anticorpos foram incubados por 1 hora a 

4°C. Após a incubação, 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 

análises foram realizadas usando o programa CELL Quest (BD Immunocytometry Systems) 

de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescência (FL). 

 

 

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

 

O perfil de citocinas (IFN-γ, IL-4, IL-10, IL17 e TGF-β) no microambiente 

tumoral foi determinado por ELISA (Opteia, BD Bioscience), de acordo com as 

especificações do fabricante. Em resumo, as placas de 96 poços de alta afinidade foram 

sensibilizadas com o anticorpo primário diluído em tampão de ligação (Coating Buffer) e 

incubadas overnight, a 4ºC.  Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS + Tween (BD 

Bioscience) e incubadas por 2 h em temperatura ambiente com a solução de bloqueio para 

ligações inespecíficas (Assay diluent, BD Bioscience). Após este período, as placas foram 

novamente lavadas com PBS Tween e incubadas overnight, a 4°C com quantidades 

previamente conhecidas das citocinas recombinantes.   Após mais uma seção de lavagens as 

placas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente com anticorpo biotinilado e 

estreptavidina diluídos em Assay diluent. Em seguida foi adicionado o substrato com 

peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina, na proporção de 1:1 (BD Bioscience), 
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conforme as instruções do fabricante.  Ao final adicionou-se a solução de paralisação da 

reação (ácido sulfúrico 4N) e a leitura foi realizada em espectrofotômetro ajustado para o 

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

 

 

3.8 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (SD) dos resultados 

obtidos para cada grupo. A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad 

Prism 5 (GraphPad software, Inc., CA, USA). Valores de P˂0.05 foram considerados com 

indicativo de significância. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Ausência 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 ausência desta lectina influenciaria no 

aparecimento das lesões papiloma-like. Com este protocolo observou-se que a partir da 9a 

semana de indução a incidência de lesões do tipo papiloma-like mostrou-se maior em animais 

com ausência de galectina-3 (Gal3KO), quando comparado ao grupo controle (WT), 

apresentando diferença estatística na 13a semana (Figura 1A). O desenvolvimento tumoral foi 

acompanhado visualmente no transcorrer de todo o período experimental (Figura 1B-C). Esta 

análise macroscópica das lesões demonstrou que os animais Gal3KO desenvolveram lesões 

com menor volume em relação aos animais WT (Figura 1D). Esses resultados sugerem haver 

diferenças no desenvolvimento das lesões entre o grupo controle (WT) e Gal3KO. Ademais, 

os dados evidenciaram um perfil semelhante de perda de peso entre os grupos estudados 

(dados não apresentados).  

Para a análise microscópica 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 classificação da OMS (Organização Mundial 

da saúde). Os resultados indicaram que 83,3% dos animais com deficiência em galectina-3 

apresentaram lesões classificadas como carcinoma espinocelular in situ. 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 presença de características de malignidade nas amostras foi determinada de 

acordo com os seguintes parâmetros: pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, perda 

de arquitetura, formação de gotas endocíticas, disqueratose e presença de ilhotas displásicas e 

pérolas córneas no tecido conjuntivo (AMÔR, 2015). As análises histopatológicas das lesões 

dos animais WT indicaram o aumento do número de células nas camadas epiteliais, com 

projeções epiteliais em forma de gota (Figura 2B-C). Em amostras de tecido de animais 

deficientes de galectina-3 (Gal3KO), os resultados evidenciaram predomínio de lesões com 

mais perda da polaridade das células do estrato basal, presença de células pleomórficas com 

núcleos hipercromáticos com aumento do número de mitoses (Figura 2D-E). Estes resultados  
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Figura 1. Análise do desenvolvimento tumoral . Os camundongos WT e Gal3KO receberam no dorso uma 
dose  única de DMBA a 50µg/200µL seguida de mais 3 aplicações continuas de DMBA á 25µg/100µL e 
promoção de  10µg/100µL de PMA três vezes por semana até a 18° semana. O gráfico (A) representa o 
número de papilomas  detectados semanalmente no dorso dos animais após 18 semanas de carcinogênese 
química. Fotomicrografias  macroscópicas e sem escala de (B e C) mostram lesões características dos 
animais WT (B) e Gal3KO (C). O gráfico (D)  representa o volume tumoral detectado após 18 semanas de 
indução carcinogênica. 
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Figura 2. Análises histológicas 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  classificação da 
OMS. (B-E) Fotomicrografias de amostras das lesões de pele coletadas após 18semanas de 
carcinogênese, dos animais WT em aumentos de 100µm (B) e 50µm (C); e dos animais  Gal3KO em 
aumentos de 100µm (D) e 50µm (E). 
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evidenciam diferenças nos padrões de desenvolvimento das lesões tumorais entre os grupos 

estudados. 

Sabendo que a intensidade do infiltrado inflamatório pode estar relacionada com a 

gravidade das lesões, em seguida analisou-se a presença, localização e intensidade das células 

inflamatórias no microambiente tumoral (Figuras 3 e 4). Em relação à localização, o infiltrado 

inflamatório pode ser classificado em focal, misto e/ou difuso (Figura 3A). Os resultados do 

presente estudo evidenciaram não há diferenças quanto à localização do infiltrado 

inflamatório 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 inflamatório 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 Caracterização dos leucócitos no microambiente tumoral 

 

Sabendo que o perfil de leucócitos no microambiente tumoral pode estar 

relacionado com a progressão tumoral (LANÇA e SILVA-SANTOS, 2012), analisamos 

inicialmente o número total de células isolados das lesões de cada grupo experimental, após a 

digestão enzimática. Os resultados evidenciaram maior número de leucócitos isolados das 

lesões de animais do grupo controle (36,79 x 105) em comparação com os animais deficientes 

de galectina-3 (13,25 x 105) (Figura 5A).  

Após termos detectado diferenças quanto ao número total de células isoladas do 

microambiente tumoral de camundongos do grupo controle e deficientes de galectina-3, o 

próximo passo foi caracterizar por citometria de fluxo, as populações de leucócitos. Neste 

contexto caracterizamos inicialmente as populações de linfócitos. Os resultados evidenciaram 

que o número 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 número de células B (CD19+) isoladas do microambiente 

tumoral, em relação aos animais do grupo controle (WT) (Figura 5D). Em seguida, avaliamos 

a população de células dendríticas isolada das amostras de tecido tumoral de animais do grupo 
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controle (WT) e deficientes de galectina-3 (Gal3KO) (Figura 5E). Os resultados evidenciaram 

que em amostras de animais Gal3KO observou-se  
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Figura 3. Análise do infiltrado inflamatório. (A) Representação gráfica da classificação do  
infiltrado mononuclear de cada secção, classificadas de acordo com a localização em difuso, focal ou  
misto. Fotomicrografias de secções representativas das lesões de pele apresentando o infiltrado  
inflamatório de camundongos do grupo WT em aumentos de 100µm (B) e 25µm (C) e do grupo 
Gal3KO 100µm (D) e 25µm (E). 
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Figura 4. Análises do infiltrado inflamatório. (A) As barras representam a porcentagem do grau de  
classificação do infiltrado mononuclear de cada secção, classificadas quanto a intensidade em discreto,  
moderado ou intenso. (B-E) Fotomicrografias de amostras das lesões de pele coletadas após 18 semanas 
de carcinogênese, evidenciando a intensidade do infiltrado inflamatório dos animais WT (B-C) em 
aumentos de 50µm; e dos animais Gal3KO (D-E) em aumentos de 50µm. 

C 

0

20

40

60

80

100

Intenso
Moderado
Discreto

WT Gal3KO

In
fil

tr
ad

o 
in

fla
m

at
ór

io
 (%

)



Resultados  39 

 

 

0

10

20

30

40

50

WT Gal3KO

***

L
eu

có
ci

to
s 

(1
x1

05
)

0

10

20

30

Gal3KOWT

***T
 C

D
4+

 (
x1

05
)

0

10

20

30

Gal3KOWT

**T
 C

D
8+

 (
x1

05
)

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0

6

8

10

Gal3KOWT

*

C
él

u
la

s 
B

 (
x1

05
)

0

2

4

6

8

10

Gal3KOWT

*M
ac

ró
fa

go
s 

(x
10

5
)

A B C 

D E 

F 

0

1

2

6

8

10

Gal3KOWT

*

D
en

d
rí

ti
ca

s 
(x

10
5
)

Figura 5. A Gal-3 na caracterização dos leucócitos no microambiente Tumoral: (A) O Número absoluto e 

o fenótipo dos leucócitos  presentes nas lesões determinadas  por citometria de fluxo das células TCD4+ (B), 
células TCD8+ (C), células  B (CD19+) (D), células dendríticas (CD11b)  (E), macrófagos (F4/F80) (F) e a 
percentagem de macrófagos com o fenótipo M1 (IFNR) (G) e M2 (IL4R) (H).*p ˂ 0,05, **p < 0,01, ***p ˂ 
0,001.  
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menor número de células dendríticas, quando comprado aos animais do grupo controle 

(Figura 5E).  

Os macrófagos são células da linhagem mielóide e dependendo do microambiente 

em que se encontram apresentam uma ampla heterogeneidade fenotípica. Sabe-se que existem 

dois fenótipos distintos, os macrófagos ativados classicamente (M1) e os ativados 

alternativamente (M2) (SHOUT et al., 2005). Com o propósito de avaliar as populações de 

macrófagos M1 e M2, inicialmente avaliamos por citometria de fluxo o número de 

macrófagos presentes no microambiente tumoral (Figura 5).  O número de macrófagos foi 

maior em amostras de animais do grupo controle (WT), em relação aos animais Gal3KO 

(Figura 5F). A análise da expressão de moléculas de superfície relacionadas aos macrófagos 

M2 evidenciou aumento significativo desta população de macrófagos em amostras de animais 

do grupo controle (41% ± 0,64), em relação às amostras de animais Gal3KO (8,1% ± 0,25) 

(Figura 5H). Em relação à população de macrófagos M1, não observamos diferenças 

significativas nas frequências desta população celular entre os grupos (Figura 5G). 

 

4.3 A ausência de galectina-3 influencia a produção de citocinas por células T CD4+ 

 

Sabe-se que os linfócitos T CD4+ participam da resposta imune antitumoral 

produzindo citocinas que ativam e polarizam outras células do sistema imune, como linfócitos 

B, macrófagos e linfócitos T CD8+ (SALUSTO, 2016). Com o objetivo de avaliar se a 

ausência de galectina-3 poderia interferir com a capacidade funcional destas células, linfócitos 

isolados do tecido tumoral foram avaliados por citometria de fluxo quanto à produção de IL-

4, IL-10 e IL-17 (Figura 6).  Linfócitos T CD4+ isolados de amostras de tecido tumoral de 

animais do grupo controle apresentaram maior percentagem de células que expressaram IL-4, 

IL-10 e IL-17, em comparação aos valores observados em amostras de animais do grupo 

Gal3KO (Figura 6A, B,C). 

 

4.4 A ausência de Galectina-3 diminuiu o nível de IL-10 no microambiente tumoral 

 

O microambiente tumoral é composto por mediadores solúveis que exercem 

funções importantes na inflamação com propriedades anti-inflamatórias e/ou pró-

inflamatórias (MARTIN, WEI, LU, 2016). Sendo assim, para finalizar o estudo do 

microambiente tumoral, analisamos o perfil das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-17, TGF-β 

presentes no sobrenadante das amostras de tecido tumoral (Figura 7). 
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A análise da produção de IFN-γ, IL-4 e IL-17 evidenciou uma tendência a maior 

nível destas citocinas em amostras do grupo controle, em comparação as amostras de animais 

Gal3KO, entretanto não houve diferença estatística significativa (Figura 7). Com relação aos 

níveis de IL-10, os dados evidenciaram que as amostras dos animais WT apresentaram nível 

elevado desta citocina (P < 0,05), em relação ao grupo Gal3KO (Figura 7C). Por fim, 

detectaram-se níveis similares de TGF-β nas amostras de animais do grupo controle e 

Gal3KO (Figura 7D). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A galectina-3 apresenta importante papel na proliferação celular, adesão, 

angiogênese e apoptose (SONG et al., 2014). Evidências recentes indicam que galectina-3 

está envolvida com progressão tumoral, invasão e metástase (FORTUNA-COSTA et al., 

2014, DONDOO et al., 2017). Ademais, em diferentes tipos de câncer demonstrou-se que 

galectina-3, presente no microambiente tumoral, poderia influenciar e promover ambientes 

inflamatórios 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 é expressa por células do sistema imune e dados indicam que células de carcinoma 

espinocelular humano também expressam está lectina (PLZÁK 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 frequência de papilomas nestes animais, contudo as lesões apresentaram 

volume menor ao observado em animais do grupo controle.  Após 16 semanas de 

carcinogênese química, constatou-se o desenvolvimento de CEC moderadamente diferenciado 

em animais deficientes de galectina-3.  Conhecendo a diferença no padrão de 

desenvolvimento das lesões tumorais entre os grupos, analisamos o perfil de displasias das 

amostras de animais do grupo controle e deficientes de galectina-3. Os resultados da gradação 

das lesões de acordo com a OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 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 

ausência 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 presença de galectina-3 acelera o crescimento tumoral e favorece a 

angiogênese associado ao tumor (MACHADO et al., 2014).  
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As células inflamatórias têm importante papel no comportamento biológico e na 

interação das células tumorais e estroma em diferentes tipos de cânceres (GRIVENNIKOV; 

GRETEN; KARIN; 2010). Estudos em diferentes tipos de tumores têm demonstrado que as 

neoplasias são infiltradas por população heterogênea de células do sistema imune, constituída 

de diferentes proporções de linfócitos T, linfócitos B, células NK e macrófagos 

(AALTOMAA et al., 1992; CAMP et al., 1996). Sabendo que uma das principais funções da 

galectina-3 é a regulação das respostas inflamatórias (RUVOLO et al., 2016), analisamos a 

extensão e perfil do infiltrado inflamatório no sítio tumoral. Os resultados demostraram que o 

número de leucócitos se apresentou diferente entre os grupos. Os animais do grupo controle 

apresentaram maior número de leucócitos totais isolados do microambiente tumoral, como 

predomínio de macrófagos e no microambiente tumoral. De modo contrário, os resultados 

evidenciaram em amostras de animais deficientes de galectina-3 (Gal3KO) o predomínio de 

linfócitos TCD4+, TCD8+ e diminuição de macrófagos. As células T CD4+ contribuem para a 

regressão do tumor, orquestrando respostas imunes que atingem o tumor, sabe-se também que 

deficiência de células TCD4+ foi associada a uma diminuição 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 regulação da função e apoptose de 

células T (STOWEL et al., 2008),  entretanto pouco se sabe sobre o papel da galectina-3 na 

regulação de células T reativas a tumores no microambiente tumoral, tem se demonstrado que 

a galectina-3 interage diretamente com a sinapse imunológica na superfície das células T 

reativas ao tumor e ativa as células T para a apoptose, dependendo do status das células T e 

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

Modelos experimentais demonstraram que a polarização para um perfil de 

resposta TH1 está associada com resolução do câncer, enquanto que a polarização para TH2 

está associada com progressão 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 

linfócitos T CD4+ em amostras de camundongos deficientes de galectina-3. Estudos recentes 

sugerem que a galectina-3 suprime a ativação dos eventos iniciais na transdução de sinal 

mediada por TCR e potencializa a regulação 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 doença 

e com níveis de IL-4 menores quando comparados com os animais WT, sugerindo a 

influência da galectina-3 na polarização das células Th2 (ZUBERI et al., 2004). De modo 

contrário, em um estudo de dermatite atopica foi observado que a galectina-3 pode promover 

uma polarização da resposta imune Th2 e contribuir para a inflamação alérgica (SAEGUSA et 

al., 2009). Em modelo de melanoma murino pode se observar uma desregulação das respostas 

imunes observada em camundongos Gal3- / - em termos de diminuição da citotoxicidade de 

NK e respostas Th1 e Th2 (CHAUDHARI et., 2015). Assim, evidências apontam para a 

possibilidade de que o balanço das respostas Th1 e Th2 pode desempenhar um importante 

papel no desenvolvimento e progressão tumoral. 

As células T CD8+ tem um importante papel na atividade antitumoral seus efeitos 

citotóxicos podem mediar diretamente à morte de células tumorais, e também são capazes de 

liberar citocinas que previnem e suprimem o desenvolvimento dos tumores 

(SCHOENBERGER et al., 1998). Em nosso estudo observou-se que a deficiência de 

galectina-3 levou a aumento no número de linfócitos T CD8+ no microambiente tumoral. 

Pouco se sabe sobre os efeitos de galectina-3 na função das células T CD8+. A galectina-3 

extracelular se liga a LAG-3 nas células T CD8+ e, possivelmente, suprime a função destas 

células (KUOU et al., 2015). Assim com em células T CD8+ derivados de tumores, a 

expressão da galectina-3 tem sido associada à perda da localização do marcador TCR e CD8+ 

na sinapse imunológica e perda subsequente da função efetora (DEMOTTE et al., 2010). 

Estes dados indicariam que galectina-3 pode direta ou indiretamente influenciar e controlar a 

ativação das células T regulando a sinapse imunológica.  

A participação de macrófagos no desenvolvimento de neoplasias e seu papel no 

estabelecimento de uma inflamação crônica vêm ganhando importância e complexidade 

crescentes. Os macrófagos associados a tumores (TAMs – tumor-associated macrophages) 

estão envolvidos em processos de inflamação crônica e parecem estar associados à progressão 

tumoral e metástase (revisto por Chammas, 2010). Macrófagos associados a tumores são as 

principais células inflamatórias que infiltram tanto tumores humanos e murinos 

(MONTOVANI et al., 1992), estudos epidemiológicos indicam uma correlação entre a 

densidade de TAMs e o mau prognóstico em vários cânceres humanos (POLLARD, 2009). 

Sabe-se que galectina-3 atua como fator quimiotático e de adesão tem um papel importante no 

recrutamento de monócitos e macrófagos, em nosso estudo observou-se que a deficiência de 
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galectina-3 levou a diminuição no número de macrófagos no microambiente tumoral.  Estes 

dados indicariam que galectina-3 atua de uma forma na regulação dos macrófagos. 

Sabe-se que macrófagos apresentam plasticidade fenotípica e funcional e 

contribuem para a inflamação, resposta antitumoral, imunorregulação, remodelação tecidual 

e/ou promoção tumoral; e essas funções são dependentes dos sinais que estes recebem do 

microambiente (GRIVENNIKOV, GRETEN, KARIN, 2010). Estudos indicam dois fenótipos 

funcionais para macrófagos: o estado de ativação clássica (M1) e o de ativação alternativa 

(M2) (SICA, ALLAVENA, MANTOVANI, 2008). A ativação de macrófagos depende de 

sinais do microambiente circundante a múltiplos estímulos, que desempenham um papel 

importante no desenvolvimento do tumor, com isto os macrófagos podem sofrer uma 

polarização, e se diferenciar em dois tipos: M1 também chamado de via de ativação clássica 

em resposta à estimulação com fatores microbianos, como o LPS, e citocinas pró-

inflamatórias Th1, como IFNγ, TNFα e IL-1β, ou uma combinação dos dois e os M2 também 

chamados de via alternativa, em resposta as citocinas Th2, IL-4, IL-13, as citocinas anti-

inflamatórias, IL-10 e TGFβ, ou glicocorticoides (MONTOVANI et al., 2004; EDWARDS et 

al., 2006).  A ausência de galectina-3 levou a diminuição na percentagem de macrófagos M2 

no microambiente tumoral. Assim, demonstramos que a presença de galectina-3 no 

microambiente tumoral estudado pode favorecer a diferenciação de macrófagos para o perfil 

M2. Em acordancia, resultados recentes demonstraram que galectina-3 é um importante 

regulador da via de ativação alternativa dos macrófagos. Neste estudo, macrófagos residentes 

e derivados do lavado peritoneal de camundongos deficientes para galectina-3 e submetidos 

ao estímulo de polarização M2 (IL-4 e IL-13) apresentaram baixa diferenciação para o 

fenótipo M2 (MACKINNON et al., 2008). De modo contrário, a galectina-3 desempenha um 

papel na promoção da ativação clássica dos macrófagos durante a patogênese da 

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

Em relação a células dentríticas os animais Gal3KO apresentaram uma 

diminuição no número de células dentríticas, este resultado pode estar relacionado com o fato 

de a galectina-3 regular a migração de células dendríticas e animais deficientes em galectina-3 

apresentarem uma migração defeituosa de células dendríticas (HSU et al., 2009 YAN et al., 

2012). 

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

em alguns casos, podem contribuir para o processo de carcinogênese (LANDSKRON et al., 
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2014). Estas moléculas podem ser envolvidas com a iniciação tumoral, progressão e metástase 

(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 progressão do 

tumor (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN; 2010). IFN-γ é uma citocina cuja atividade 

biológica está convencionalmente associada a mecanismos citotóxicos e antitumorais durante 

a resposta imune adaptativa mediada por células. Entretanto, dados da literatura indicam que 

IFN-γ, além de exercer efeito tóxico direto sobre células neoplásicas, apresenta atividade que 

inibe a angiogênese (CORTHAY et al., 2005), embora sua capacidade de promover a evasão 

tumoral às respostas imunológicas já tenha sido relatada (HE et al., 2005). Ao analisarmos a 

produção de IFN-γ os resultados evidenciaram que um leve aumento na concentração de IFN-

γ em amostras de animais do grupo controle. De fato, dados da literatura indicam que 

galectina-3 inibe a resposta celular, à transdução de sinal induzida por IFN-γ, e inibe o 

crescimento de células de câncer gástrico (TSENG et al., 2016). 

A citocina IL-17 promove o crescimento tumoral e angiogênese em modelos de 

câncer de mama, fibrosarcoma e adenocarcinoma de cólon (NUMASAKI et al., 2003; DU et 

al., 2012). Entretanto, dados de outros modelos indicaram que esta citocina pode inibir o 

crescimento tumoral pela ativação de CTLs (BENCHETRIT et al., 2002; MARTIN-

OROZCO et al., 2009), além de erradicação de tumores em modelos de melanoma murino 

(MURANSKI, el al.; 2008). Em relação a IL-17 e a galectina-3 a maioria dos estudos tem 

sido em relação a infeções parasitarias e doenças autoimunes, entretanto num estudo de 

carcinoma colorretal a Galectina-3 está envolvida na inflamação durante a progressão do 

carcinoma aumentando a produção IL-17 (PETROVIC et al., 2016). A galectina-3 regula 

negativamente as respostas da IL-17 à infecção pelo Histoplasma através da regulação 

negativa da produção de citocinas do eixo IL-23 / IL-17A pelas DCs. A maior produção de 

IL-23 em camundongos deficientes de galectina-3 não apenas ativa Th17 preferencialmente, 

como também induz a produção de IL-17A por neutrófilos (WU et al., 2013). Durante a 

encefalomielite aguda experimental, demonstrou-se que camundongos deficientes de 

galectina-3 produziram menos IL-17 e IFN-γ e tiveram a gravidade da doença atenuada 

(JIANG et al., 2009).  

IL-10 é uma citocina imunossupressora potente produzida principalmente por 

células Th2, macrófagos e células B ativadas (MANNINO et al., 2015). Os resultados do 

presente estudo evidenciaram diferença na produção de IL-10 entre os grupos controle (WT) e 
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Gal3KO, observou-se uma menor produção de IL-10 em amostras de animais deficientes de 

galectina-3. Dados da literatura demonstraram que as concentrações séricas de galectina-3 em 

pacientes com câncer colorretal são inversamente correlacionadas com a produção de IL-10 

(SHIMURA et al., 2016). O modelo proposto sugere um efeito da galectina-3 e a produção de 

IL-10.   

Não observamos diferenças entre os grupos estudados na quantidade de TGF-β, 

entretanto sabe-se que o TGF-β modula processos como invasão celular, regulação 

imunológica e modificação do microambiente tumoral, correlacionando tanto com a supressão 

quanto a promoção tumoral, uma resposta TGF-β é altamente contextual ao longo do 

desenvolvimento, através de diferentes tecidos e células (MASSAGUÉ, 2008). Em metástases 

ósseas de câncer de mama, o TGF-β aumentou a expressão de genes associados a metástases 

ósseas, incluindo PTHRP, IL11, CTGF, CXCR4, MMP1 e JAG1 (YING et al., 1999; KANG 

et al., 2005). Contraditoriamente embora a sinalização de TGF-β elevada na pele previna a 

indução química de papilomas benignos, o TGF-β aumenta sua conversão maligna em CEC e 

promove metástase (CUI et al., 1996; MASSAGUÉ, 2012), muitos estudos atribuem esses 

efeitos aparentemente distintos do TGF-β a mudanças genéticas cumulativas durante a 

tumorigênese (TIAN et al., 2015). Em relação ao TGF-β e a galectina-3 resultados sugerem 

que a redução da galectina-3 na superfície celular reduz a expressão da superfície celular do 

TGFβR sem afetar a expressão total do TGFβR ou a afinidade do receptor pelo TGF-β1 

(MACKINNON et al., 2012).  

De acordo com os resultados obtidos, mostramos que a ausência da galectina-3 

está associada a uma maior progressão do carcinoma espinocelular de pele. Além disso, 

observou-se o aumento das células TCD4+, TCD8+, entretanto uma diminuição de células B, 

dendríticas além da diminuição de macrófagos e uma menor porcentagem dos macrófagos M2 

e citocinas do perfil Th2. Desta forma, nossos resultados fornecem evidências de que a 

galectina-3 desempenha um papel importante na progressão do carcinoma espinocelular de 

pele. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir: 

 

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

lesões em comparação aos animais do grupo controle. 

 

2) Os animais deficientes em galectina-3 apresentaram aumento na percentagem 

de células TCD4+, TCD8+, associada à diminuição de células B, dendríticas e 

macrófagos no microambiente tumoral. Dentro da população de macrófagos, os 

dados evidenciaram menor percentagem dos macrófagos M2 no microambiente 

tumoral. 

 

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

microambiente tumoral. 
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