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RESUMO

Resumo

Bustos SO. Resposta celular associada a expressao de galectina-3 em linhagens de
melanoma expostas a irradiacdo [tese]. S&do Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Medicina; 2014.

O céancer de pele é um dos mais frequentes entre humanos, sendo o melanoma o tipo
menos comum, mas com grande importancia devido a agressividade que ele
apresenta. Um dos principais agentes etiol6gicos deste tipo de tumor é a radiacdo
ultravioleta proveniente da luz solar. A fracdo de radiacdo ultravioleta B (UVB) gera
dano no DNA e induz alteracdes nas células da pele ap6s a exposi¢do prolongada e
sem protecdo. A resposta a luz UVB em melandcitos e melanomas é diferente,
mostrando a importancia do perfil celular. O efeito genotdxico da luz UVB pode alterar
a expressdao de moléculas como galectina-3 e MAPKs, desencadeando respostas
UVB-dependentes. Galectina-3 é uma lectina que reconhece beta-galactosideos e
estd envolvida na regulacdo de diversos processos celulares que modificam a
viabilidade celular e a proliferacdo. Esta molécula é ubiquamente expressa
apresentando um comportamento especifico dependendo da sua localizagdo
subcelular. No presente trabalho mostramos que a distribuicdo de galectina-3 em
melanoma e melandcitos é ampla, encontrando-se tanto no nudcleo como no
citoplasma, podendo ser modificada ap0s irradiagcdo UVB ou ainda secretada para o
meio extracelular. Além disso, observamos que a luz UVB ativa a via de MAPKs,
proteinas quinases ativadas por mitdgenos envolvidas no crescimento, sobrevivéncia,
diferenciagdo e resposta a estresse, em melandécitos e em melanomas poucos minutos
apos a exposi¢do a UVB. Uma maior atividade de p38 e de ERK € evidenciada em
melanomas, enquanto que em melandcitos a via de p38 é a mais ativa, corroborando a
nocao de que a resposta celular a luz UVB difere entre melanécitos e melanoma. As
moléculas p38 e JNK sdo proteinas quinases ativada pelo estresse (SAPK). A via de
JNK nao é tao responsiva em alguns melanomas, mas ativacdo desta molécula parece
estar envolvida com a sobrevivéncia celular e a translocagdo mitocondrial apos UVB.
Em adicdo, a inibicho de JNK leva ao aumento de morte celular em linhagens
melanociticas irradiadas e ndo irradiadas, e em melanoma induz morte e aumenta
autofagia apos irradiacao. Esta molécula parece interagir com galectina-3 em modelos
murinos, mas ndo em melanomas humanos, enquanto que ERK interage fisicamente
com galectina-3 em melanécitos e melanomas humanos, independente de UVB.
Através do silenciamento de galectina-3 pela técnica de RNA de interferéncia,
mostramos 0 aumento da ativagdo da via de ERK apos irradiacdo e de proteinas
downstream de ERK, promovendo a proliferacdo celular em melanomas nessas
condicbes. Em melandcitos parece existir uma regulagéo negativa da via de ERK por
galectina-3 acompanhada de uma diminuicAo da viabilidade celular apdés o
silenciamento dessa lectina, independente de UVB. Estes resultados mostram que
galectina-3 é uma importante reguladora de eventos associados com sobrevivéncia e
morte celular em melanoma. Por outro lado, em melanomas a auséncia de galectina-3
induz aumento da proliferacdo associada a ativacdo de ERK, evidenciando a
importancia do tipo celular na acdo de galectina-3.

Descritores:  Galectina-3; Melanoma; Raios ultravioleta/efeitos  adversos;
Sobrevivéncia; MAP quinases reguladas por sinal extracelular; Mitocondrias; Dano ao
DNA/efeitos de radiacdo; Autofagia/efeitos de radiacdo; Proteinas quinases JNK
ativadas por mitdégeno/efeitos de radiacao.
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ABSTRACT

Bustos SO. Cellular response associated to galectin-3 expression in exposed
irradiation melanoma cells [thesis]. Sdo Paulo: “Universidade de Sao Paulo, Faculdade
de Medicina”; 2014.

Skin cancer is the most common cancer among humans, melanoma being the
least common type but very important due to its aggressive behavior. A major
etiologic agent of this type of tumor is ultraviolet radiation from the sunlight. The
ultraviolet B rays (UVB) cause DNA damage and induce alterations over the
skin cells after prolonged exposition without protection. The UVB response in
melanocytes and melanoma cells is different. This shows the importance of the
cellular profile. The genotoxic effect of UVB light can alter the expression of
molecules such as galectine-3 and MAPKs and also triggers multiple responses
UVB-dependent. Galectin-3 is a lectin that recognizes beta-galactosides. It is
involved in the regulation of many cellular processes that modify cellular viability
and proliferation and presents specific behavior depending on its subcellular
localization. In the present study we showed that galectine-3 distribution in
melanoma cells and melanocytes is large, lying both in the nucleus and in the
cytoplasm. After UVB irradiation this distribution could be modified or even
galactine-3 secreted itself into the extracellular space. Moreover, we observed
that UVB light activates the mitogen-activated protein kinase pathway (MAPK)
involved in growth, survival, differentiation and stress-response in melanocytes
and in melanoma cells just a few minutes after exposure. An increased activity
of p38 and ERK was observed in melanomas, while in melanocytes just p38
pathway was highly active, supporting the notion that the cellular response to
UVB light differs between melanocytes and melanoma cells. The molecules p38
and JNK are stress-activated protein kinases (SAPK). The JNK pathway is not
responsive in some melanoma cells, but the activation of this molecule appears
to be involved in cell survival and mitochondrial translocation after being
exposed to UVB. Inhibition of JNK leads to increased cell death in irradiated
and non-irradiated melanocytic lineage, but in melanoma cells induces cell
death and increased autophagy only after irradiation. This molecule seems to
interact with galectin-3 in mouse models but not in human melanomas, whereas
ERK physically interacts with galectin-3 in human melanocytes and melanoma
cells, regardless of UVB exposure. Through the knockdown of galectin-3 by
siRNA, we showed increased activation of the ERK and its downstream
pathway after irradiation, thus inducing cell proliferation. In melanocytes seems
to be a negative regulation of the ERK pathway by galectin-3 accompanied by a
decrease in cell viability after its knockdown regardless of UVB exposure.
These results show that galectin-3 is an important regulatory molecule of events
associated with cell death and survival in melanoma, which has different
behavior depending on the cell type.

Descriptors: Galectin-3; Melanoma; Ultraviolet rays/adverse effects; Survival;
Extracellular signal-regulated MAP kinases; Mitochondria; DNA damage/radiation
effects; Autophagy/radiation effects; JINK mitogen-activated protein
kinases/radiationeffects.
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1. INTRODUCAO

1.1 Processos da carcinogénese

O céncer € uma doenca complexa caracterizada pela transformacédo
progressiva de uma célula normal, que acumula alteracdes genéticas e pode
aumentar a capacidade proliferativa e evadir o processo de morte celular. No
desenvolvimento tumoral, a presenca de alteracées gendmicas podem inativar
genes supressores de tumor e/ou ativar proto-oncogenes. Outro processo
importante no desenvolvimento do cancer é a perda de atividade de genes
envolvidos no controle da estabilidade genética (por exemplo, genes de
reparo). Em conjunto, estes eventos perturbam a fisiologia e a homeostase
celular (ruptura do equilibrio entre proliferacdo e morte), induzindo a
desregulacdo dos processos celulares, que culmina com a quebra da
homeostase tecidual. Portanto, uma célula transformada pode adquirir
caracteristicas como evasao da apoptose, insensibilidade a sinais de bloqueio
de proliferacdo e da resposta imune, potencial de replicacdo ilimitado, auto-
suficiéncia a fatores de crescimento, reprogramacdo do metabolismo
energético, angiogénese sustentada e capacidade de invadir tecidos e gerar
metastases (Hanahan & Weinberg, 2000). A instabilidade genética e a
inflamacdo também podem contribuir em varios estagios do processo de
transformacao celular (Hanahan & Weinberg, 2011; Kamp et al, 2011). Em
adultos, este processo pode levar décadas e pode ser acelerado pela
exposicdo a fatores ambientais que causem lesfes no genoma de células
progenitoras nos diferentes tecidos (Lodish & Darnell, 2002). Entre os fatores

ambientais mais comumente relacionados ao desenvolvimento do céancer,
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encontram-se as radiacdes ultravioletas relacionadas ao desenvolvimento dos

tumores na pele, dentre eles, o melanoma.

1.2 Cancer de pele

O cancer de pele é um dos tumores mais frequentes na populacéo
brasileira. Existem trés tipos principais de tumores de pele: carcinoma de
células basais (BCC), carcinoma de células escamosas (SCC) e o melanoma
cutaneo maligno (CMM). Aproximadamente 4 % dos tumores de pele sdo do
tipo melanoma (Clarheout et al, 2006). Apesar de sua baixa incidéncia, este
tumor apresenta grande importancia clinica, visto que pode ser altamente
agressivo quando diagnosticado em estagios avancados.

O melanoma é o tipo de neoplasia maligna originada nos melandcitos.
Os melandcitos sao células residentes na camada basal da pele, na regido
bulbar dos foliculos pilosos, na coréide e em leptomeninges (Uang & Zon,
2010). Quando identificado em estagios iniciais este tumor pode ser tratavel,
porém, quando diagnosticado tardiamente, o melanoma tende a apresentar
caracteristicas mais agressivas, podendo originar metastases e apresentar
quimioresisténcia. Em relacdo a sua epidemiologia, melanomas s&do mais
frequentes em individuos caucasianos do que em individuos da raca negra.
Nestes casos, geralmente esta associado a uma maior exposicao a luz solar
provavelmente, devido a maior sensibilidade deste fototipo de pele a exposicao
a luz solar (raios ultravioleta A e B, UVA e UVB, respectivamente) (Bonni et al,
2002; Rager et al, 2005). De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Cancer),

a estimativa de novos casos de melanoma no Brasil para o ano 2012 foi de
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6.230 individuos afetados, sendo 3.170 homens e 3.060 mulheres (INCA,
2012).

Clinicamente, os melanomas podem ser classificados de acordo com
Clark, Elder & Guerry (Clark et al, 1984). Estes autores propuseram um modelo
que inclui as mudancas histolégicas que acompanham a transformacédo de
melandcitos em melanoma. Segundo este modelo, a progressao do melanoma
pode ser dividida em: nevos comuns, nevos atipicos ou displasicos, melanoma
de crescimento radial (radial growth phase, RGP), melanoma de crescimento
vertical (vertical growth phase, VGP) e melanoma metastatico (Figura 1). Neste
modelo, as lesbes névicas seriam consideradas lesbes ndo tumorais,
marcadoras de exposi¢cdo no caso dos nevos comuns e eventualmente lesdes
pré-neoplasicas, no caso dos nevos atipicos.

1- Nevos comuns: representam lesdes melanociticas iniciais
originadas a partir da proliferacdo de melandcitos. Estes nevos sao
locais e apresentam aumento de melandcitos e hiperpigmentacao.

2- Nevos atipicos: caracterizados por um crescimento aberrante e
podem ocorrer a partir de lesdes névicas pré-existentes ou de uma
nova lesdo. Estas lesbes sdo assimétricas, apresentam bordas
irregulares, aumento de diametro e de cor.

3- Melanoma de crescimento radial: células neoplasicas na epiderme
e na derme, mas com proliferacdo ativa apenas na epiderme.

4- Melanoma de crescimento vertical: com capacidade proliferativa
em camadas distintas das camadas de origem, podendo proliferar na

derme ou no tecido subcutaneo.
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5- Melanoma metastatico: pode atingir vasos sanguineos e linfaticos,
através dos quais pode disseminar para outros orgaos, prolifera-se e

estabelece-se como foco metastatico.
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Figura 1. Fases de iniciacdo e progressdo de melanomas. Proliferacao
aberrante dos melandécitos normais em resposta a radiacdo UV que, por
exemplo, resulta na formacdo do nevo benigno ou atipico. RGP tem a
capacidade de crescer intraepidermalmente, podendo invadir a derme no VGP
e culminar com metéstase. Apenas a metade dos melanomas é originaria de
nevos e a progressao pode ocorrer sem passar por todos os estagios. Na
Figura apresentam-se algumas mutacdes que tém sido envolvidas nos
diferentes estagios da progressdo do melanoma, além disso, eventos
epigenéticos possuem um papel importante na iniciacdo e progressao de
melanoma. Adaptado de Zaidi et al, 2008.

Como observado para outros tipos tumorais, 0 melanoma apresenta
diferentes fatores de predisposicao, tanto genéticos como ambientais (Elwood

& Jopson, 1997; Whiteman & Gree, 1999). Os principais fatores de risco sao:

4
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familiares com historico clinico associado a melanomas, presenca de nevos e
histérico prévio de cancer de pele, presenca de doencas como xerodermia
pigmentoso e exposicao excessiva ao sol (Haluska & Fedi, 1998).

Estes dados evidenciam o claro envolvimento da luz ultravioleta com o
desenvolvimento de cancer de pele. Assim, quando a luz UV atinge a superficie
da pele ocorre uma reacdo imediata caracterizada pela foto-oxidacdo da
melanina pré-formada. Esta reacdo € seguida por outra reacdo mais tardia que
envolve um aumento do numero de melandécitos ativos para potencializar a
producdo de melanossomos (granulos de melanina). Acidos nucléicos s&o
importantes alvos da radiacdo UV, onde mutacbes no genoma das células
afetadas podem gerar instabilidade gendmica nos melandécitos. Durante
exposicdes cronicas a luz UV, os queratinocitos e/ou melandcitos podem sofrer
mutacOes ativadoras das vias de sinalizacdo relacionadas a sobrevivéncia e
proliferacéo celular sendo um fator inicial ao aparecimento de cancer de pele
(Berger et al, 2012).

Ja foram descritas diversas vias de sinalizacdo relacionadas com o
desenvolvimento do melanoma. Entre estas vias, uma bem estabelecida é a via
Ras/Raf/MAP-quinase (MAPK), onde estudos demonstraram que a inducao da
ativacdo desta via em melandcitos imortalizados é suficiente para induzir
tumorigénese (Govindarajan, 2003). Aléem disso, alteragbes em moléculas
pertencentes a outras cascatas de sinalizacdo podem promover, direta ou
indiretamente, a geracédo do fenotipo tumoral (Albino et al, 1989; Talve et al,
1997). Outro processo que pode favorecer a formacdo do melanoma e sua
progressao € o efeito da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

ROS apresentam potencial mutagénico e a instabilidade genética observada
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nas células tumorais pode ser ocasionada devido a adaptacao destas células a
uma producdo continua, mas subletal de espécies reativas de oxigénio.
Govindarajan e colaboradores (2003) demonstraram que o estresse oxidativo é
capaz de induzir a hipermetilacdo do gene supressor de tumor CDKN2A, que
codifica p16™“*? e induz a ativagdo da via MAPK (proteina quinase ativada por
mitégeno), pertencente da via Ras/Raf/MAP-quinase. E conhecido que os
melandcitos residentes na camada basal da epiderme se encontram em um
microambiente relativamente hipoxico. A luz UV, um dos principais agentes
etiologicos de melanoma, gera dano no DNA destas células podendo aumentar
a proliferacdo celular e, portanto, a demanda de oxigénio. Este evento,
acompanhado com o aumento da sintese de melanina induzida por UV, pode
elevar a producdo de ROS e ativar vias de sinalizacdo que contribuem com o
desenvolvimento de melanoma (Wittgen et al, 2007). Portanto, estes dados
mostram a importancia da investigacao de ROS nas vias de proliferacao celular

do melanoma relacionadas com UV.

1.3 Respostas celulares as radiacdes ndo ionizantes

Dependendo da quantidade de energia, uma radiacdo pode ser descrita
como ionizante ou ndo ionizante. Esta Ultima possui relativamente baixa
energia, e nela, encontramos a radiacdo ultravioleta, (UVR), que é dividida em
trés espectros: UVC (220-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm). A
radiacdo UVC e grande parte da radiacdo UVB séo bloqueadas pela camada
de ozbnio, e apenas o espectro completo de UVA e uma fracdo de UVB (~5%)
atingem a superficie terrestre. Porém, a deplecdo da camada de ozdnio tem

operado como um fator agravante no aumento da radiacdo solar UVB que
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chega a superficie terrestre (Besaratinia et al, 2007; Cortat et al, 2013).
Portanto, se assume no momento, que ao contrario da luz UVA e UVB, a luz
UVC nédo apresenta importancia na carcinogénese cutanea induzida pelo sol,
pois é completamente absorvida pelo oxigénio atmosférico.

Nas células, os processos fotobiologicos sao dependentes do
comprimento de onda da luz ultravioleta, sendo possivel observar diferencas
entre a acdo da luz UVB e UVA na habilidade de induzir danos no DNA, ativar
vias de sinal e o sistema imune, por exemplo, (Gilchrest, 2013, para revisédo). O
dano no DNA induzido por UVB sao associados com a geracdo direta de
fotoprodutos, enquanto que a UVA atua indiretamente através do dano
oxidativo das bases do DNA. Apesar da baixa incidéncia de luz UVB, este tipo
de irradiacdo € capaz de atuar como um potente carcindbgeno e pode estar
envolvida nos processos de carcinogénese da maioria das neoplasias humanas
associadas a radiacdo UV, como por exemplo, o melanoma (Fabo et al, 2004).
O grupo de Fabo e colaboradores (2004) demonstraram que a irradiagdo com
doses fisiologicamente relevantes de UVA nao é efetiva na inducdo do
melanoma e que a luz UVB esta associada na melanomagénese. Embora nos
altimos anos diversos estudos suportem a ideia da luz UVB como a radiacao
mais importante na iniciacdo de melanoma, novos estudos questionam o papel
da irradiacdo UVA. Recentemente, 0 mesmo grupo demonstrou que a luz UVA
também esta envolvida na inducdo de melanoma, sendo dependente da
presenca de melanina. Porém, os autores reportaram que a luz UVB foi mais
efetiva e rapida na inducdo do melanoma, sendo este processo, independente
da presenca de melanina e associada ao dano direto do DNA por parte da UVB

(Noonan, 2012). Portanto, estes dados sugerem que tanto a luz UVA quanto a
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luz UVB estdo envolvidos na geracdo de melanoma, mas que a UVB opera de
forma mais efetiva.

Nas células, encontramos diferentes moléculas capazes de absorver a
UV, entre elas aminoacidos, DNA e melanina. A melanina e aminoacidos como
o triptofano podem absorver grandes quantidades de UVB antes que a
radiacdo atinja as moléculas de DNA e produzam danos no mesmo (Meyskens
et al, 2001). Em geral, os niveis aumentados de ROS em melanomas séo
causados principalmente pela exposicédo a radiacdo UVA, com a consequente
biossinteses de melanina. Ao mesmo tempo, a prépria biossintese de melanina
leva a producdo de ROS resultando na ativacdo de ciclos de retroalimentacao
(Jenkins & Grossman, 2013).

Nos ultimos anos, a incidéncia de cancer de pele, principalmente do
melanoma, tem aumentado em grande parte devido a uma mudanca
comportamental dos individuos, no qual é observada uma maior exposicédo aos
raios solares seguido de uma menor protecdo aos mesmos. Baseados nestas
observacdes, e em evidencias que demonstram o papel de UVB na iniciacédo
do melanoma através do dano direto no DNA, novos estudos que acrescentem
um maior conhecimento sobre a resposta celular induzida por UVB em

melandcitos/melanoma torna-se de grande importancia.

1.4 Radiacdo UVB e dano ao DNA

A luz UVB pode induzir diretamente lesGes pro-mutagénicas ao DNA, as
quais sao classificadas como dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e
fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (Cadet, 2012). Além disso, a luz UVB

pode levar indiretamente a quebras na dupla fita de DNA (DSBs), formadas
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como consequéncia na tentativa de reparar o dano induzido no DNA pela
radiacdo. Em adicdo, a luz UVB também pode induzir, em pequena medida,
dano oxidativo (Miura et al, 2007; Song et al, 2009). Em conjunto, todos estes
danos podem atuar como indutores de apoptose (Kinner & Wu 2008, Batista et
al 2009, Pustisek et al, 2011). A formacéo de fotoprodutos pode modificar de
maneira importante a estrutura da fita de DNA, podendo induzir apoptose para
eliminar a célula com este dano no DNA. No entanto, antes de induzir morte
celular a célula ativa a maquinaria de reparo do DNA na tentativa de reparar o
dano. Alternativamente, se essas lesfes genéticas ndo sao reparadas por
estes mecanismos de reparo, sao originadas mutacfes que podem afetar as
funcdes fisioldgicas da célula (lyama et al, 2013).

Como citado anteriormente, as espécies reativas de oxigénio sao
naturalmente geradas como um resultado do metabolismo do oxigénio celular,
desempenhando importantes funcbes nas vias de transducdo de sinal e na
regulacdo génica. Contudo, quando as células sofrem algum tipo de estresse
ambiental, como exposicdo a luz UV, os niveis de ROS podem aumentar
excessivamente, podendo induzir danos as estruturas celulares. (Ziech et al,
2011). Um sensor importante da sinalizacdo redox e do mantimento do
metabolismo celular € a autofagia. O processo autofagico serve para prevenir o
acumulo dessas proteinas e organelas danificadas pelo estresse permitindo a
renovacao de estruturas e proteinas. (Lee et al, 2012). A autofagia pode atuar
como um mecanismo adaptativo de sobrevivéncia celular, mas ao mesmo
tempo pode induzir morte celular. Assim como ROS, o0 estresse e 0 dano
gerado pela UVB pode desencadear uma resposta autofagica (Strozky &

Kulms, 2013). Outra ferramenta importante para contrabalancear o efeito
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deletério de ROS, sdo as enzimas antioxidantes distribuidas em varios
compartimentos  subcelulares  (Fuchs-Tarlovsky, 2013), incluindo as
mitocondrias (Kowaltoski et al, 2009, Cardoso et al, 2012).

A mitocondria desempenha um importante papel na inducéo de estresse
oxidativo, pois além de ser uma fonte importante de ROS, € um dos primeiros
alvos de atuacdo destas espécies reativas (Figueira et al, 2013). Nesta
organela ocorre a fosforilagdo oxidativa, processo no qual reacdes de oOxido-
reducdo em cadeia levam a producdo de adenosina trifosfatada (ATP). O
oxigénio € o aceptor final dos elétrons nesta cadeia; normalmente o O, é
reduzido levando a producdo de agua, mas em algumas ocasides € reduzido
de forma incompleta, gerando um radical superéxido (O;). A partir da
transferéncia de um segundo elétron ao O, € produzido o peréxido de
hidrogénio, um potente oxidante citotoxico capaz de receber um terceiro elétron
proveniente de ions metalicos para formar radicais hidroxilas (OH’). Este ultimo
pode induzir a formacdo de produtos potencialmente mutagénicos e
carcinogénicos.

Sabe-se que 0s niveis de danos oxidativos e a presenca de mutagcdes no
DNA mitocondrial (mtDNA) sdo maiores quando comparados ao danos no DNA
nuclear. Essa diferenca observada, provavelmente deve-se ao fato da
proximidade do mtDNA com a membrana interna da mitocondria, local onde
ocorre a formacdo dos radicais livres (Costa et al, 2011). Além disso, a
mitocondria ndo possui mecanismos de reparo do DNA téao eficientes como os
que atuam no DNA nuclear (Gasiev & Shaikhaev, 2008).

Como descrito previamente, sabe-se que a luz UVB €& um potencial

indutor de dano celular podendo gerar adutos de DNA, estresse celular, assim
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como alterar a expressdo de determinadas moléculas (Black et al, 2011; Huang
et al, 2013). Pietro e colaboradores (2006) sugerem o envolvimento da luz UVB
na ativacado de galectina-3 e outro estudo demonstrou que a presenca desta
proteina em queratindcitos expostos a UVB induz a protecdo contra a morte

celular induzida por UVB (Saegusa et al, 2008).

1.5 Galectina-3

1.5.1 Estrutura da galectina-3

A galectina-3 (Gal-3) € uma proteina da familia das galectinas,
classificadas como lectinas com afinidade primaria a [B-galactosideos. Os
membros da familia das galectinas compartilham um dominio com alto grau de
similaridade, o qual possui a atividade de ligacdo a carboidratos (CRD,
carbohydrate recognition domain) (Dumic et al, 2006). Até o momento, foram
descritos 15 tipos de galectinas em mamiferos, sendo classificadas em trés
grupos distintos: prototipo, quimera e com repeticdes em tandem (Hirabayashi
et al. 1993; Liu et al. 2005; Elola et al. 2007;). A Gal-3 possui uma massa
molecular de 29 a 32 kDa e é caracterizada por ser a Unica galectina tipo
quimera constituida por uma extremidade amino- terminal (ND), com 7-14
repeticdbes de uma sequéncia similar ao colageno, rico em glicina, tirosina e
prolina. Esta regido da molécula possui sitios de fosforilagdo e outros
determinantes importantes para a secre¢do por uma via ndo-classica ainda
pouco conhecida (Cooper & Barondes, 1999; Keller et al, 2007; Van Stijn et al,
2009). O dominio CRD é constituido por 130 aminoacidos que formam uma
estrutura globular com 5-6 folhas beta pregueadas. Na Gal-3 humana, este

11
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dominio contém o motivo NWGR (Asp-Trp-Gly-Arg), homologo ao dominio BH1
da familia génica Bcl-2. Existem indicios de que a Gal-3 possa interagir com
elementos da familia Bcl-2, exercendo um potencial papel anti-apoptético
quando translocada para a mitocondria (Akahani et al, 1997; Liu et al,1996). A
Gal-3 é expressa em diferentes tecidos, incluindo células do sistema imune,
fibroblastos, neurbnios e células epiteliais (Markowska et al, 2011) e esta
envolvida em diferentes processos biolégicos como apoptose, migracdo e
adesao celular. Inicialmente, a Gal-3 foi caracterizada como uma molécula de
adesdo celular capaz de atuar na interacdo célula-célula e célula-matriz
extracelular, mas sabe-se que a Gal-3 desempenha diversas funcfes na célula
e que estas funcbes sdo dependentes de sua localizacdo. Dentre estas
funcdes, a Gal-3 pode aumentar a fagocitose dos neutrofilos e intervir na
sinalizacdo celular. Para nosso conhecimento, existem muitos estudos
demonstrando o papel da Gal-3 na carcinogéneses (Newlaczyl, 2011, para

revisao).

1.5.2 Localizacao e implicacGes de galectina-3 na carcinogénese
Atualmente, existem diversos dados da literatura que demonstram o
papel multifuncional de Gal-3 (Figura 2). Esta molécula & ubiquamente
expressa e capaz de desempenhar funcdes intra e extracelulares. A
distribuicdo de Gal-3 entre o nucleo e o citoplasma ou em outros locais
depende do tipo celular e do estado proliferativo. A localizacdo também pode
ser regulada por diferentes processos como, por exemplo, a fosforilacdo

(Larsen et al, 2011).
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Figura 2 — Funcéo intracelular de galectina-3. Setas vermelhas indicam
efeitos positivos, setas azuis indicam efeitos negativos. No espaco extracelular
ha diversos receptores que interagem com Gal-3 e modulam a adesao,
angionése, por exemplo, (Dumic et al, 2006).

No citoplasma, a Gal-3 € capaz de manter a homeostase mitocondrial
atuando como inibidor apoptotico e promotor tumoral (Matarrese et al, 2001).
Yu e colaboradores (2002) demonstraram que a Gal-3 é recrutada pela
sinexina (também denominada anexina VII, proteina de unido a fosfolipidios e
calcio) para a mitocondria, impedindo a liberacdo do citocromo ¢ para o
citoplasma e inibindo a via de ativacdo de morte iniciada pelas caspases
atraveés da interacdo com Bcl-2. Kim e colaboradores (2008) demonstraram que
a ATP sintase mitocondrial interage com Gal-3 em células de cancer de colon,
diminuindo a producédo de ATP nestas células. Enquanto o papel de Gal-3

intracelular parece estar associado a protecdo ao estresse, mantendo a

homeostase mitocondrial, a presenca extracelular de galectina-3 induz a
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producdo de superoxido, podendo atuar como indutora de estresse oxidativo
(Suzuki et al, 2008).

Gal-3 parece também estar relacionada com a degradacao lisossomal.
Recentemente, foi demonstrado que a Gal-3 apresenta colocalizagdo com
Lamp-1 apos o tratamento com um agente indutor da ruptura (desestabilizador)
da membrana lisossomal. Além disso, foi observado que LC3, uma proteina
essencial no processo autofagico, colocaliza-se com a Gal-3 em condi¢des de
estresse oxidativo (Maejima et al, 2013). Outro estudo anterior reportou que c-
Abl interage com Gal-3 e fosforila esta molécula, impedindo a degradacéo
lisossomal e consequentemente, interferindo na resposta celular induzida por
galectina-3 (Li et al, 2010).

No ndcleo, no entanto, esta proteina parece desempenhar um papel pro-
apoptotico ainda ndo muito bem estabelecido. A Gal-3 também participa de
processos essenciais, como splicing de prée-mRNA e atua também na
expressao génica. Apesar das importantes funcées que esta molécula parece
exercer no nucleo, ainda ndo esta bem esclarecido como é realizado seu
transporte até esse compartimento celular (Dagher et al, 1995). Sabe-se, no
entanto, que o sinal de localizac&o nuclear reside no CRD (residuos 253-256,
correspondente a sequéncia IXLT) (Davidson et al, 2006) e existem evidéncias
de que em alguns tipos celulares Gal-3 parece ser co-transportada com a [3-
catenina (Weinberg et al, 2007), sugerindo seu envolvimento com a via Wnt no
controle da compartimentalizacao nuclear de galectina-3. Outra funcéo de Gal-
3 no nucleo é o envolvimento na metastase atravées da regulacéo de diferentes

genes como AP-1. Através da interacdo com a AP-1, Gal-3 leva ao aumento de
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MMP-1 e dai a protedlise de colagenos, permitindo a migracdo celular (Dye et
al, 2013).

Gal-3 tem sido descrita como envolvida na inibicdo e na estimulacéo da
proliferacéo celular. Song e colaboradores (2013) mostraram que a inducdo da
expressdo de Gal-3 em cancer de pancreas contribui na progressdo e no
aumento da proliferacdo através da ativacdo da via Ras. Entretanto, outros
estudos demonstraram que a Gal-3 também pode regular negativamente a
proliferacéo celular. Em um trabalho utilizando linhagens de cancer de proéstata
com inducdo de expressao de Gal-3 foi observado que a presenca desta
molécula nestas células induziu uma diminuicdo da proliferacdo e crescimento
celular tanto in vivo como in vitro (Ellerhorst et al, 2002). Mais recentemente,
Xue e colaboradores (2013) demonstraram que a Gal-3 induz apoptose em
células Jurkat através de sua interacdo com O- e N-glicanos de CD45.

No meio extracelular, a Gal-3 liga-se a glicolipidios e glicoproteinas de
superficie e da matriz extracelular, mediando adesdo célula-célula e célula-
matriz extracelular (Dumic et al, 2006, para revisdo). Ainda no espaco
extracelular, promove a ligacdo cruzada dos glicoconjugados presentes na
superficie celular provocando a ativacdo de vias de sinais associadas a
proliferacéo e a apoptose (Newlaczyl, 2011, para revisdo). Em melanoma, Gal-
3 demonstra a participacdo em processos de invasdo e metastase, (Braeuer et
al 2011, Reticker-Flynn et al, 2013). Atualmente, estudos tém demonstrado o
envolvimento da Gal-3 como estimuladora da formacao de tabulos capilares in
vitro, assim como sua participacdo no processo de angiogénese in vivo (Nanjia-
Makker et al, 2000). Recentemente, D'Haene e colaboradores (2013)

demonstraram que a Gal-3 e a Gal-1 induzem angiogénese via ativacdo de
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VEGFR1 (Receptor do fator de crescimento endotelial vascular tipo 1). Outro
trabalho demonstrou que Gal-3 une o receptor do VEGF na membrana
plasmatica e estimula a atividade pré-angiogénica modulando a transducédo de
sinal do VEGFR (Markowska et al, 2010, 2011).

Gal-3 pode sofrer também modificacbes pos-traducionais que podem
influenciar o padrédo de expressédo génica de genes especificos, como o gene
codificador da proteina mitética ciclina D1 (CCND1) e modular o potencial
tumorigénico nessas células (Mazurek et al, 2005). Além deste mecanismo,
Gal-3 também ativa diferentes componentes de vias moleculares podendo
regular a sinalizacdo intracelular. Dentre as moléculas reguladas por Gal-3,
encontramos a K-Ras. A Gal-3 atua como um scaffold intracelular de K-Ras
ligada a GTP na membrana plasmatica, possibilitando o aumento da ativacao
da via Ras e contribuindo na malignidade do carcinoma de tiréide (Levy et al,
2010).

A literatura é controversa quanto a expressao de Gal-3 em neoplasias.
Em carcinomas de células escamosas foram observados niveis de expressao
diminuidos de Gal-3, enquanto que, em melanomas esses niveis,
apresentaram aumento de expresséo ao longo de sua progressao (Prieto et al,
2006).

A localizacdo celular da Gal-3 parece estar relacionada com a
progressdo do melanoma. Um estudo de Prieto e colaboradores (2006)
mostrou que os melandcitos acumulam Gal-3 ao longo de sua progressao.
Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que melanomas originarios de lesées
com um padrao de exposicao intermitente ao sol apresentavam uma expressao

intensa de Gal-3 no citoplasma enquanto que a expressdo no nucleo era
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associada a melanomas originarios da exposicao crbnica e continua ao sol.
Essas observacdes sugerem o envolvimento da luz UV na ativacéo de Gal-3 e
na translocacdo desta molécula para o nucleo nos casos de exposicéo cronica
ao sol. Em outro trabalho, foi observado um aumento da expressao de Gal-3
em melanomas finos comparado a nevos benignos. No entanto, melanomas
espessos apresentam menor expressdo de Gal-3 quando comparados a
melanomas finos (classificados segundo o indice de Clark e Breslow). Nestes
mesmos estudos, altos niveis de expressdo de Gal-3 foram associados com
uma maior sobrevivéncia (Brown et al, 2012). Em contraste com esses dados,
o silenciamento de galectina-3 em células de melanoma resultou na diminuicéo
do potencial tumorigénico dessas células (Mourad-Zeidan, 2008). Estes dados
suportam a ideia de que a Gal-3 desempenha diferentes papéis na progressao
do melanoma. Contudo, baseados nestes estudos, existe um consenso no qual
a Gal-3 deva apresentar um papel regulatorio na progressao e metastase em
melanomas.

Como ja citado anteriormente, a Gal-3 desempenha diversas funcdes e
interage com varias moléculas podendo atuar como um regulador na
progressao tumoral intervindo nas cascatas de sinalizacdo de diferentes vias.
Neste contexto, dados da literatura sugerem que exista uma possivel relacao
entre Gal-3 e algumas destas quinases. Portanto, torna-se evidente a
importancia de estudos adicionais que visem o melhor entendimento do papel
desta molécula em melanoma, com o0 objetivo de investigar quais o0s
mecanismos desempenhados por Gal-3 nas vias de proliferacdo associadas a

este tipo de tumor.
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1.6 Proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS)

As vias de transducao de sinal MAPKs (Proteinas quinases ativadas por
mitdgenos) sdo vias ubiquas e evolutivamente conservadas, que integram
respostas a estimulos extracelulares, como citocinas, hormoénios, fatores de
crescimento, estresse ambiental, por exemplo (Plotnikov et al, 2011). As
MAPKSs regulam processos celulares fundamentais, como resposta a estresse,
motilidade, diferenciacdo, resposta imune, crescimento, proliferacao,
sobrevivéncia e apoptose celular. Uma caracteristica desta via € a acado de trés
quinases centrais (MAP3K, MAPKK e MAPK), que propagam o sinal através da
fosforilacdo sequencial de quinases, no qual MAP3K fosforila e ativa MAPKK
que pode ativar a MAPK terminal. A0 mesmo tempo, a sinalizagéo pode levar a
fosforilacdo de proteinas reguladoras, alvos de MAPK (Yang et al, 2013 para
revisao).

Existem quatro principais cascatas de MAPK: quinase regulada por sinal
extracelular (ERK1/2); jun quinase (IJNK); p38 e ERKS5, esta ultima, menos
estudada (Figura 3). Geralmente, ERK é ativado por mitdgenos enquanto JNK
e p38 sdo ativadas por sinais de estresse extracelular. JNK foi inicialmente
identificada como uma mediadora de estresse, portanto € conhecida como
SAPK (proteina quinase ativada por estresse). P38 €& outra SAPK que se
interliga com JNK e compartilha componentes da cascata induzida por estresse
de JNK. Tanto SAPK como ERK podem ser ativadas por diferentes formas;
ERK ndo é apenas uma molécula efetora em resposta a sinais mitogénicos
podendo ser ativada por UV ou radiacdo eletromagnética (Chen & Bowden,

1999; Friedmann et al, 2007) e ao mesmo tempo, JNK pode ser ativada por
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outros estimulos como, por exemplo, pro-inflamatorios ou fatores de

crescimento (Kyriakis, 2012).

Fatores de
Fatores de crescimento,
crescimento, Citocinas, Citocinas,
citocinas estresse estresse

l l l

Estimulo

ol [

Elk-1, c-Fos, c-Jun, ATF2 ATF2, MEF2, Ek1
substratos c-Myc, STAT3 c-Myc, p53, Ets1, p53, MITF,
CREB, Paxilin, Bcl2 MNK1/2, MK2/3,
l MAPKAPKs Bax
Resposta l l’ lv
biolégica Proliferacio, Morte celular, Diferenciagéo,
Diferenciagéo, sobrevivéncia, apoptose
sobrevivéncia respostaa
estresse

Figura 3 — Representacdo esquematica das cascatas classicas de MAPK.
Principais médulos de sinalizacdo da via MAPK mostrando os estimulos que
ativam cada via e a fungéo associada. Modificado de Lopez-Bergami, 2011.
Como mencionado anteriormente, as MAPKs regulam diversos
processos fisiologicos, sendo assim, a perda da regulacdo destas vias pode

estar relacionada com doencas, como o0 cancer. Uma alta porcentagem de

melanomas apresentam mutacfes em varios genes que codificam proteinas da
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via Ras/Raf/MAPK. Dentre estas mutacbes, a mais frequente,
aproximadamente 50%, é a mutacdo V600E do gene BRAF (Solus, 2013 para
revisdo). A ativacdo de ERK (que se encontra downstream a BRAF) foi também
observada em tumores cujos componentes da cascata ndo se encontravam
mutados, indicando que a cascata de ERK1/2 parece desempenhar um papel
na carcinogénese induzida por oncogenes nao relacionados diretamente com
esta via (Plotnikov et al, 2011). Em adicdo, ERK parece desempenhar um
importante papel em melanomas, encontrando-se ativo em 90% dos casos de
melanoma (Oba, 2011). A localizacdo de ERK parece ser critica para o
desempenho de sua funcao, pois foi mostrado que a inibicdo da translocacéo
nuclear de ERK pode bloquear a progressao de alguns processos celulares
(Plotnikov et al, 2011, para revisao).

A via de JNK quinase foi inicialmente descrita como envolvida na
oncogénese atraves da observacao na qual JNK participa da ativagao do fator
de transcricdo AP-1. Esta via tem sido menos estudada em melanomas, porém,
dados prévios da literatura tém demonstrado efeitos contraditérios de sua acéo
no desenvolvimento de melanoma. Em adicdo, outros resultados revelaram
determinadas funcdes de JNK com um isotipo especifico. Existem trés genes
que codificam a proteina JNK com doze isoformas derivadas de produtos de
splicing alternativo (Zhang et al, 2002). Além disso, o papel de p38 em
melanomas, que atua em conjunto com JNK, também €& controverso, porém
evidéncias experimentais suportam a ideia de que p38 atue como um
supressor de tumor. As diferentes funcdes desempenhadas por estas proteinas
podem ser resultado de suas meia-vidas nos diferentes tipos celulares. Assim,

a ativacdo prolongada de JNK e p38 induzem apoptose, enquanto que a
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ativacdo transitéria leva a sobrevivéncia celular (Chuan et al, 2000). Além
disso, estas trés vias de sinalizacao estao interligadas existindo a possibilidade
de balanco entre elas (Lopez-Bergami, 2011).

Ensaios utilizando camundongos knockout para galectina-3 (gal-3 -/-)
revelaram uma diminuicdo nos niveis protéicos e de RNAmM de JNK1, sugerindo
uma possivel regulacdo de JNK por parte de galectina-3 (Kim et al, 2003; Chen
et al, 2006). Outra linha de evidéncia revelou que a Gal-3 interage com K-Ras
desencadeando a ativacdo de Ras e, portanto, podendo interferir na ativacéo
desta via (Elad-Sfadia et al, 2004). Em um estudo utilizando queratinocitos
knockout para Gal-3 e irradiados com UVB, foi observado um aumento da
ativacdo de JNK quando comparados com queratinocitos normais. Em adicéo,
a inibicdo de Gal-3 aumentou a ativacdo da via ERK associada ao aumento no
namero de eventos apoptoticos. Neste mesmo estudo, a Gal-3 apresentou um
papel anti-apoptotico através da inibicio de ERK e da ativacdo de AKT

(Saegusa et al, 2008).

Como apresentado anteriormente, evidencias da literatura sugerem que
niveis aumentados de ROS podem contribuir com o desenvolvimento de
melanoma. Ao mesmo tempo, alteracdes em moléculas de adesédo na pele
podem induzir aumento na proliferacdo dos melandcitos favorecendo o
desenvolvimento do melanoma. Desta forma, o estudo do estresse celular e
transformacdo maligna dos melandcitos, principalmente nos estagios iniciais
sdo cruciais para compreensdo dos mecanismos envolvidos na formacéo do

melanoma.
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Um trabalho anterior realizado por nosso grupo estabeleceu um modelo
de progressao tumoral de melanoma murino associado ao estresse celular.
Este modelo consiste de (1) uma linhagem imortalizada obtida a partir de
melandcitos de camundongos C57BL/6 nao tumorigénica, denominada melan-a
(Ma), (Bennet et al, 1987) e (2) duas linhagens tumorais que representam o
melanoma de crescimento vertical (Tm1, Tm5) e sdo tumorigénicas quando
inoculadas em camundongos (Oba-Shinjo et al, 2006). As linhagens Tm1l e
Tm5 foram obtidas a partir de melan-a através de ciclos sequenciais de
impedimento de ancoragem. Ao longo da progressao, foram observadas
alteracbes moleculares e morfoldgicas que levaram ao fendtipo maligno
observado nas linhagens metastéaticas. De forma interessante, Tml e Tm5
apresentam uma reducédo nos niveis de proteinas envolvidas na degradacéao de
ROS (De Souza et al, 2006) encontrando-se num estado pré-oxidativo
relacionado com alteracbes epigenéticas e com a ativacdo de vias de
sobrevivéncia dependentes de ROS. Além disso, a linhagem Melan-a
apresenta expressao da proteina Gal-3, que sera objeto deste estudo. No
entanto, a expressao da Gal-3 é perdida nas linhagens Tm1 e Tm5 ao longo da
progressao através da metilacdo do promotor do gene Lgals3 (Machado et al,
2014). Sendo assim, estas linhagens parecem ser um bom modelo para
investigar o papel de ROS e de vias de sobrevivéncia celular em resposta a
radiacdo UV durante a progressdo do melanoma. Portanto, o modelo de
progressdo tumoral de melanoma murino citado anteriormente constitui um
sistema apropriado para avaliar o papel de galectina-3 associado a resposta a
UVB em melanoma, devido a perda da expressdo deste gene ao longo da

progressdo tumoral.
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2.0BJETIVOS

Avaliar o envolvimento de galectina-3 na resposta celular associada a
exposicao de células (melandcitos/melanomas) a luz UVB com o objetivo de
investigar o seu papel na progressao do melanoma. Além disso, também sera
explorada sua possivel implicacdo na modulacdo de espécies reativas de
oxigénio e autofagia assim como sua associacdo com a via de sinalizacdo de

JNK.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1. Avaliar os niveis protéicos de Gal-3 frente ao agravo genotoxico induzido
por UVB utilizando a metodologia de western blot.

2.1.2. Caracterizar a localizacdo e o transporte intracelular de Gal-3 em
linhagens submetidas a irradiacdo UVB através de imunofluorescéncia e
microscopia eletronica.

2.1.3 Analisar o efeito da adicdo de galectina-3 exdgena na linhagem Melan-a e
Tm1 expostas a UVB.

2.1.4. Investigar se a exposicdo a luz UVB e a presenca de Gal-3 nas linhagens
estaria correlacionada com o aumento/diminuicdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

2.1.5. Avaliar o numero de cépias de mtDNA apos a exposicao das linhagens a
UVB, assim como avaliar o impacto da irradiacdo sobre a biogénese

mitocondrial atraves da metodologia de gRT-PCR.
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2.1.6 Verificar o efeito de inibidores autofagicos apdés a exposicdo das
linhagens a UVB.

2.1.7. Avaliar a ativacdo das vias JNK e p38 dependentes na presenca e
auséncia de Gal-3 em linhagens expostas a luz UVB e, a0 mesmo tempo,
analisar a possivel associacao entre Gal-3 e a via JNK.

2.1.9 Verificar o efeito da inibicdo de expressao (knockdown) de Gal-3 atraves
de RNAI, influenciando os indices de morte celular, espécies reativas de

oxigénio em linhagens expostas a luz UVB.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de células

Foram utilizadas as linhagens do modelo experimental citado acima,
Melan-a e Tml. Estas linhagens foram cultivadas em RPMI 1640 pH 7,2
(Sigma-Aldrich®) suplementando com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®)
e 200nM de PMA (phorbol 12-miristato 13-acetato). As linhagens humanas
LOX, A2358 (melanoma BRAF V600E) e Al1317 (BRAF selvagem) foram
cultivadas com meio RPMI 1640 (Gibco®) pH 7,2 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®). A linhagem SK-MEL-37 (BRAF V600E) foi
cultivada com meio MEM suplementado com 10% de SFB. Os melandcitos
humanos obtidos de prepucio de neonato foram cultivados com meio 245F
(Invitrogen®) pH 7,2 suplementado com HMGS (Invitrogen®). Todas as culturas

celulares foram mantidas em estufa tmida com 5% de CO..

3.2 Irradiagdo com UVB

Previamente a irradiacdo, o meio de cultura foi removido e foi adicionada
solucédo balanceada de Hanks (HBSS). No momento da irradiacdo, a lampada
TL20W/12 emissora de UVB foi acionada dentro do fluxo laminar. Para verificar
as doses aplicadas foi utilizado um sensor de luz UV. A energia emitida foi
calculada pela formula J = r x t onde J (Joule), r (resultado do sensor) e t
(tempo de exposicdo em segundos). Foi realizada uma curva dose-resposta e a
partir dos resultados obtidos foi escolhida uma dose aproximada de luz UVB de
6,6 mJ/cm? a qual foi utilizada nos ensaios. No entanto, para o estudo de

MAPK foram utilizadas diferentes doses, mencionadas nos resultados.
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3.3 Ensaios de ciclo e morte celular

Cerca de 0,5x10° células foram cultivadas em placas de 12 pogos. O
ensaio foi feito e as ceélulas foram tripsinizadas, fixadas em etanol 70% e
mantidas a —20°C até o momento da analise por citometria de fluxo (citbmetro
FACScalibur, Becton Dickson®). O processo de morte celular foi avaliado pela
utilizacdo de iodeto de propideo (PIl), que se incorpora estequiometricamente
ao DNA, permitindo uma quantificacao relativa do contetdo de DNA de uma
populacdo de células. A quantificacdo de morte celular foi realizada através da
porcentagem de células com quantidade de DNA inferior a 2n (hipodiploides
=H,). Para avaliar as diferentes fases do ciclo GoG; e SG,M foram utilizados
dados do mesmo ensaio com PIl. A analise dos dados foi realizada pelo

programa Cell Quest® PRO (Becton Dickson®).

3.4 Extracdo de proteinas

As células foram lavadas com PBS a 4°C ou buffer A (beta-
glicerolfosfato 500mM, EGTA 15mM, Ortovanadato 1mM, EDTA 10mM e 1mM
DTT) e soltas com tripsina ou com cell scraper, centrifugadas e resusspendidas
em tampao RIPA (137mM NaCl, 20mM Tris pH 7,4, 10% Glicerol, 1% Triton,
0,5% deoxicolato de sddio, 0,1% SDS, 2mM de EDTA) seguida da adi¢cdo dos
inibidores de proteases e fosfatases (1mM NazVO4, 1ImM de PMSF, 2ug/mL de
aprotinina ). As células foram mantidas por 15 minutos a 4°C e em seguida,
centrifugadas a 4°C durante 15 minutos a 13000 rpm. Apds esta etapa, o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo e armazenado a -20°C.

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o manual do

fabricante utilizando-se o kit Reagente BCA (BioAgency®). Para leitura das
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amostras, foram utilizados os filtros de 562nm do leitor de microplacas (Bio-

RAD®).

3.5 Eletroforese em gel de Poliacrilamida e Western Blot

As proteinas foram separadas de acordo com sua massa molecular
aparente (SDS-PAGE). As amostras de extratos proteicos foram separadas em
gel de poliacrilamida, com a seguinte composicéo: Tris 0,375M pH 8,8, SDS
0,1%, acrilamida 10%, persulfato de aménio (APS) 0,03% em, N, N, N tetra
metilenodiamina (TEMED, Sigma®); o gel de empilhamento continha Tris 0, 125
m pH 6,8, SDS 0,1%, acrilamida 4%, APS 0, 045% e TEMED. Em seguida, os
extratos protéicos separados foram transferidos para a membrana de PVDF
(Hydrophobic polyviniylidene difluoride, GE ®) em tamp&o Tris 25 mM, metanol
20% por uma hora e meia a 100 V e a 4°C.

ApoOs a transferéncia, os sitios proteicos inespecificos foram bloqueados
com leite 5% em PBS-Tween 0,1% ou em TBS-BSA 3% com Tween 0,1%.
ApoOs esta etapa, a membrana foi incubada com o anticorpo primario contra a
proteina de interesse O.N. a 4°C ou contra B-actina, GAPDH ou B-tubulina por
1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi incubada com
0 anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase por 1 hora. A
revelacdo da membrana foi feita utilizando-se a solucdo de ECL (enhanced
chemiluminiscence) necessaria para uma deteccdo precisa das proteinas. A
revelacao foi realizada em camera escura ou pelo o sistema de imagem digital
Image Quant LAS 4000, GE ®. Para determinar o peso das proteinas em

estudo, foi utilizado um padréo de peso molecular conhecido.
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3.6 Imunofluorescéncia

Cerca de 3x104 células foram plagueadas em placa de 24 pocos em
condicOes estéreis. Apds 24hs, o meio de cultivo foi trocado pela solucéo
HBSS 1X e as células foram irradiadas com UVB. 2, 4, 8 e 24 horas apés
irradiacdo as células foram fixadas com paraformaldeido (2-4%) durante 15
minutos, lavadas com PBS 1X e depois foi adicionado PBS/Triton 0,2% por 5
minutos. Em seguida, foi realizado o blogueio de sitios inespecificos com
PBS/BSA 5% por 1 hora. Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS/BSA
1% e incubados em camera umida O.N. Apds trés lavagens com PBS 1X, as
células foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com Alexa 488
(verde), 546 (laranja) ou 633 (vermelho), de acordo com a origem do anticorpo
primario. Depois, as laminulas foram lavadas com PBS 1X e foi adicionado
DAPI (azul) diluido com PBS/BSA 1% por 15 minutos. Nos experimentos de

colocalizagédo foi adicionado no meio de cultivo Mitotracker Red CMXRos
®
(Invitrogen ) por 45 minutos, na concentragdo de 200nM.Também foi utilizado

®
Lisotracker Green (Invitrogen ) na concentragéo de 1,5uM. Por fim, as laminas
foram montadas com glicerol/PBS 1X fresco 1:1 e a andlise foi realizada em
microscépio confocal ZEISS LSM 510 Meta / UV e as colocalizagdes foram

analisadas pelo programa Zeiss LSM Image Browser Verséo 4.2.0.121.

3.7 Deteccao de galectina-3 extracelular
Cerca de 2x10° células foram plaqueadas em placas de 60 mm?. Apds
24hs, as células foram expostas a luz UVB e mantidas em meio de cultura

suplementado ou ndo. Seguido da irradiacdo, 8 e 24h apds, o meio foi
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recuperado e armazenado a -20°C. Para concentrar as amostras foram
utilizadas colunas com filtro de 15mL com uma capacidade de concentrar
produtos de até 100kDa (Amicon, Millipore®). Foi adicionado 1ml de &agua
deionizada para umedecer a membrana e centrifugada por um minuto a 4000g
a 4°C. ApOs esta etapa, adicionou-se 6ml do meio de cultura obtido no
experimento e centrifugou-se durante 9 minutos, obtendo 1,5 ml de meio como
resultado da concentracdo. Como descrito anteriormente, a separacao protéica
foi realizada através de western blot separando as amostras que nao foram
mantidas com SBF das que haviam sido mantidas com SBF. Foram utilizados
dois géis de poliacrilamida a 12% e 30 yg das amostras foram aplicadas em
cada linha de ambos os géis, como indicado. Ambos os géis foram submetidos
a corrida eletroforética, porém, um gel foi utilizado para a transferéncia e o
outro gel foi corado com azul de coomassie 0,05% para evidenciar o

carregamento das amostras.

3.8 Ensaio em transwell com meio condicionado

Foram utilizadas placas tipo transwell com filtro 0,4uM. Neste ensaio, um
grupo de células foi utilizado como controle e plaqueado em placa de 6 pocos
(duas triplicatas) enquanto que, o segundo grupo foi plagueado no filtro do
transwell. Este ultimo grupo foi dividido em dois grupos, células irradiadas ou
ndo irradiadas. Apos irradiacdo o transwell foi transferido para a placa do
primeiro grupo com o objetivo de manter as células da placa em contato com o
meio condicionado das células previamente irradiadas no transwell. Os
transwells restantes, nao irradiados, foram também transferidos para a placa de

6 pocos, em contato com a outra triplicata durante 24 horas. Depois desse
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periodo, as células aderidas nas placas foram tripsinizadas e analisadas com

iodeto de propideo (PI) no citometro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickson®).

3.9 Ensaio clonogénico

Foram plaqueadas 2x10° células, em triplicata, de melan-a e Tm1 em
em placa de 6 pocos e apés o tratamento com 100mM de galectina-3 exdgena
por 24h, as células foram irradiadas. ApOs isso, as células foram soltas,
contadas e 600 células foram plagueadas em placas de 60 mm e mantidas em
cultura até o aparecimento de clones. Depois de aproximadamente 12 dias, as
células foram fixadas com formaldeido 3,7%, coradas com cristal violeta 0,1%,
lavadas com agua destilada e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas.

Em seguida, foi realizada a contagem dos clones e as analises estatisticas.

3.10 Ensaio de proliferacéo

As células de melanoma humano foram plaqueadas em placa de 12
pocos ocupando 15% da area do poco. Apds 6 horas de adeséo, as placas
correspondentes ao tempo “zero ou inicial” foram retiradas e as células
restantes foram tratadas. As placas erstantes foram irradiadas com UVB e 24 e
48 horas apoOs as placas foram fixadas com formaldeido 4% durante duas
horas, lavadas com PBS 1X e mantidas a 4°C. Uma vez que todas as placas
foram fixadas foi realizada a lavagem com borato de sédio 0,1M pH 8,5 e a
adicdo de azul de metileno 1% por 10 minutos. Em seguida, os poc¢os foram
lavados algumas vezes com agua destilada até lavagem total do corante e as
placas foram mantidas a temperatura ambiente durante 24 horas. ApOs este

periodo, foi feita a diluicdo da coloracdo de azul de metileno pela adicdo de 700
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pl de HCL 0,1M em cada um dos poc¢os. Em seguida, 200 ul da solucédo de azul
de metileno foram transferidos em placa de 96 pocos em triplicata e a leitura foi

realizada em um leitor de placas com um comprimento de onda a 595nm.

3.11 Avaliacdo da producédo de espécies reativas de oxigénio em células
da epiderme expostas a luz UV
As linhagens de melanoma murino foram plaqueadas, 0,5x10°, em
placas de 12 pocos e mantidas em condicdes de cultivo normais (segundo
descrito acima) ou em condicdo de baixa ou alta glicose para aumentar o
metabolismo celular, 5mM e 15mM, respectivamente, com 0 objetivo de
evidenciar producdo de espécies reativas de oxigénio. Apdés 24 horas de
irradiacdo, as células foram incubadas com DHR123 (dihidrorodamina) 15 uM
em meio de cultura por 30 minutos a 37°C protegidas da luz. Em seguida, as
células foram deaderidas com PBS-EDTA e tripsina, centrifugadas a 2000 rpm
durante 4 minutos e lavadas com PBS. Depois da centrifugacdo as células
foram ressuspendidas em 200 pl de PBS e analisadas por citometria de fluxo
(citbmetro FACScalibur Becton Dickson). Uma amostra com cloreto cobaltoso
(CoCl; 100 pM) e células ndo marcadas foram utilizadas como controle. O
cloreto cobaltoso € um metal pesado toxico capaz de induzir a producéo de
ROS.
Para determinar a geracdo de superoxido foi utilizado o indicador de
superéxido MitoSOX a 5uM (Life Technologies®). O MitoSOX foi adicionado
nas células por 30 minutos e apOs a incubacédo as células foram lavadas e

deaderidas para posterior analise por citometria de fluxo. Este reagente néo é
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oxidado por outras espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio pelo que é

especifico para a deteccdo de superoxido.

3.12 Imunoprecipitacao

Com o objetivo de observar possiveis interacdes entre galectina-3 e
MAPKs, foram realizados ensaios de imunoprecipitacdo. As células foram
plagueadas em placas de 100mm de diametro e apds 24 horas o meio foi
removido e foi adicionado starvation medium (meio suplementado com 0,1% de
soro). Apos este periodo, as células foram irradiadas (doses indicadas nos
ensaios) e 40ul de beads cobertas com proteinas A/G, por amostra foram
adicionados e lavadas trés vezes com PBS. Depois das lavagens, as beads
foram ressuspendidas em 500 ul de PBS e o anticorpo primario foi adicionado
(1,2 ul de anti-Gal-3) e incubado a temperatura ambiente por 1 hora. Também
foram utilizados como controles um anticorpo irrelevante (ndo especifico) e o
anticorpo especifico da proteina alvo sem amostra.

Apos a irradiacéo, foi feita a extracdo de proteinas com buffer H (Beta-
gliceraldeido 50mM pH7,3, EGTA 1,5mM, EDTA 1mM, DTT 1mM,
Ortovanadato de Sdédio 0,1mM, aprotinina 10ug/ml, PMSF 1mM) e sonicadas
na poténcia 6 (0,03 W) durante 6 segundos por duas vezes (Fischer Scientific).
Apés a sonicacdo, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 15
minutos. Posteriormente, as beads foram lavadas com PBS, ressuspendidas
em buffer H e 100 ul de solucédo de beads foram adicionadas em cada tubo.
Apos esta etapa, 400 pl de cada extrato protéico com a mesma quantidade de

proteina total, foi adicionado nos tubos e incubado a 4°C durante 2 horas. Apés
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2hs, foi adicionado buffer de amostra no extrato remanescente e armazenado a
-20°C.

Depois de duas horas de incubacao as beads foram lavadas duas vezes
com 500ul de Co-IP buffer (20 mM Hepes pH 7,4, 2 mM EGTA, 20 mM MgCl;,
150 mM NacCl,0,1% Triton) e uma vez com 0,2 M NaCl e centrifugadas a
velocidade maxima durante 1 minuto a 4°C. O excesso de buffer foi removido
cuidadosamente e foram adicionados 70 pl de tampao de amostra. As

amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e armazenadas a -20°C.

3.13 Avaliacao do conteudo de vacuolos acidicos

As células foram plaqueadas em placa de 12 pocos e depois de aderidas
foram irradiadas com luz UVB, 6,6mJ/cm?. Alguns pocos foram reservados
para ter um controle em starvation, privado de soro. Apds o tempo de 24 horas
pos-irradiacdo as células foram incubadas por 15 minutos com Laranja de
Acridina 5ug/ml a 37°C em PBS e protegidas da luz. As células foram soltas
com PBS-EDTA, centrifugadas e ressuspendidas em 200 uyl de PBS para

analise por citometria de fluxo.

3.14 Avaliacdo da massa mitocondrial e do conteudo lisossomal

Cerca de 1x10° células foram plaqueadas em placa de 12 pocos e
irradiadas com uma dose de 6,6 mJ/cm® e 24 horas ap6s, as células foram
incubadas com Lisotracker Green a 1uM ou Mitotracker Green a 150nM
(Invitrogen®). As células foram incubadas com estes marcadores

separadamente durante 40 minutos a 37°C e protegidas da luz.
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Posteriormente, as células foram soltas, centrifugadas e apds as lavagens com

PBS foram analisadas por citometria de fluxo.

3.15 Microscopia eletrénica de transmissao

Cerca de 2x10° células da linhagem Melan-a foram plaqueadas em
placas de 100mm? irradiadas e apés 8 e 24 horas as células foram soltas com
PBS e cell scraper. As células foram centrifugadas e incluidas em glutaraldeido
0.5% e paraformaldeido 4% em tampéao cacodilato 0,1% (pH 7.4) por 12 horas
a 4 °C. As amostras foram mantidas em uma diluicdo de 10% do fixador a 4°C
até o processamento do material realizado em colaboracdo coma Profa. Sonia
Oliani, UNIFESP, Sao José do Rio Preto. As amostras foram processadas para
as técnicas de imunoeletronica assim como para ultraestrutura. Depois da
desidratacdo e inclusdo foram realizados cortes ultrafinos utilizados para
imunocitoquimica. As telas de niquel foram incubadas com anticorpo anti-Gal-3
M3/38 concentrado ou na diluicdo de 1:20. Depois, as telas foram contrastadas
com acetato de uranila e uma solucdo contendo citrato de sodio, nitrato de
chumbo e hidréxido de sédio. As amostras destinadas para ultraestrutura foram
incluidas em araldite pura, cortadas e contrastadas para serem visualizadas no
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM900 do Departamento de

Morfologia e Genética da UNIFESP-EPM.

3.16 Ensaios com LY290042
Com o objetivo de inibir o processo autofagico foi utilizado o composto
LY290042 (inibidor de autofagia) diluido em DMSO em uma concentracdo de

20 pM. Para este ensaio, foram plaqueadas 0,5x10° células da linhagem Tm1
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em placa de 12 pocos, irradiadas e mantidas em meio de cultura com
LY290042 (Sigma®) por 6 e 24 horas. Apés estes periodos, as células foram
soltas e fixadas em etanol 70% para posterior analise por citometria de fluxo
com iodeto de propideo. Outras amostras foram destinadas para incubacéo
com Laranja de Acridina 5 pg/ml para avaliar o conteddo de vacuolos
autofagicos. Também foram plaqueadas 2x10° células em placas de 6 pocos e
submetidas a estas mesmas condicdes experimentais para a extracdo de
proteinas.

Também foi realizado o ensaio clonogénico com a adicdo de
LY290042. Cerca de 2x10° células da linhagem Tm1l foram plaqueadas em
placas de 6 pocos e divididas em dois grupos experimentais, o
controle/irradiado e o controle/irradiado com adicéo de LY290042. O inibidor foi
adicionado, 20 uM, e 6 horas apos as células foram irradiadas. O ensaio foi

realizado segundo o item 3.8.

3.17 Inibicdo de JNK

As células foram plagueadas em placas de 12 e 6 pocos considerando
um grupo controle e outro irradiado. A inibicdo foi realizada com o composto
SP600125 (Santa Cruz, Biotechnology®) um inibidor reversivel e seletivo de
JNK1, 2 e 3. O mesmo foi diluido em DMSO e em meio RPMI 1640 na hora do
tratamento em uma concentracéo final de 20 uM. Apoés de irradiacdo, as células
foram soltas para realizar diferentes ensaios: analise de ciclo e morte celular,
avaliacdo do conteudo de vacuolos autofagicos e extracdo de proteinas 2, 6 e

24 horas apoés de exposicao a UVB.
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3.18 Extracdo de DNA e determinacdo do numero de cOpias de DNA
mitocondrial por PCR quantitativa em tempo real (QPCR).

Cerca de 2x10° células foram plaqueadas em triplicata em placas de 6
pocos e depois de aderidas foram irradiadas com UVB. O DNA foi extraido, 3 e
24h apos a irradiacdo, com o kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen®) de acordo
com as especificacbes do fabricante. A quantidade de DNA obtida foi
quantificada por espectrofotometria (Nanodrop 1000, ThermoCientific®), sendo
posteriormente realizada a gPCR.

O gene B2m (beta 2-microglobulina), foi utilizado como controle e o
gene mt-Nd1, um gene mitocondrial que codifica a NADH dehydrogenase 1 foi
utilizado como alvo. Ambos os genes sdo de origem murinho. A Tabela 1
mostra as sequéncias dos primers e a temperatura de anelamento:

Tabela 1. Sequéncias dos primers e temperatura de anelamento para

amplificacdo dos genes B2m e mt-Nd1 por qPCR.

Primer | Forward Reverse T.A.

B2m 5 -ATGGGAAGCCGAACATACTG-3" | CAGTCTCAGTGGGGGTGAAT | 61°C

Nd1 CCTATCACCCTTGCCATCAT GAGGCTGTTGCTTGTGTGAC | 60°C

T.A.=temperatura de anelamento.

Para esta reacdo, foi utlizada a tecnologia de SYBRGreen
(LifeTechnologies®) e os dados da reacdo foram analisados pelo software
Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science®). Para determinar a expressdo
diferencial do gene ND1 foi realizada a quantificacéo relativa em relagdo ao

gene normalizador através do modelo matemético proposto por Pfaffl (2001).

36



MATERIAL E METODOS

3.19 Ensaio de siRNA

Para os ensaios de silenciamento do transcrito de Lgals3, 2x10° células
foram plaqueadas em placas de 60 mm e divididas em duas condicdes
experimentais, siRNA scramble/controle e siRNA especifico contra Lgals3.
Depois da adesao celular, o meio foi retirado e as células foram lavadas duas
vezes com meio OPTI-MEM da (Invitrogen®) sem adicdo de SFB.
Posteriormente, as células foram incubadas com siRNA anti-Lgals3 ou siRNA
controle conjugados com Lipofectamina 2000 (Invitrogen®), Oligofectamina
(Invitrogen®), ou DharmaFECT (Dharmacon®). Apés 6 horas em estufa a 37°C
e 5% de CO;, retirou-se o OPTI-MEM e adicionou-se o meio de cultura
especifico para a linhagem suplementado com SFB. Apés 48 horas, as células
foram soltas e utilizadas para plaquear os ensaios de: extracédo proteica, ensaio
de proliferacao e imunofluorescéncia.

A concentracdo do siRNA foi dependente da linhagem celular utilizada,
variando de 25nM-35nM. As sequéncias dos siRNAs utilizados contra
galectina-3 foram:

Gal-3 murina: 5 UUU CCU GAU UAG UGC UCC ACC CGC CGC 3 e 3 AAA
GGA CUA AUC ACGAGG UGG GCG G Y (IDT®)
Gal-3 humana: ON-TARGET plus SMART pool LGALS3 (3958)

(Dharmacon®).

3.20 Isolamento mitocondrial para extracdo de proteinas
Para cada condicdo, controle e irradiada, foram plaqueadas cerca de
5x10° células em duas placas de 100mm?. Apds adesdo as células foram

irradiadas ou ndo e ap6s 50 minutos da exposicdo a UVB, as células foram
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removidas com tripsina ou cell scraper e lavadas duas vezes com PBS gelado.
ApoOs esta etapa, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 3 minutos a
4°C e o sobrenadante foi descartado. No mesmo tubo foram adicionados 500 pl
de buffer HIM gelado (200 mM Manitol; 70 mM sacarose; 10 mM HEPES; 1mM
EDTA; pH 7.5 com KOH) e ap6s 20 minutos no gelo a solucdo foi
homogeneizada 20 vezes com ajuda de uma seringa de 27 Gy. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C e o
sobrenadante obtido foi transferido para um um tubo novo. O sobrenadante foi
centrifugado novamente a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C. A fracdo superior
resultante € a fracdo citoplasmatica e o pellet a fracdo mitocondrial. O
sobrenadante foi transferido para um tubo novo com tampéao de amostra e o
pellet foi lavado e centrifugado com HIM buffer por 10 minutos a 9000 rpm a
4°C. Apdés a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em um volume de 30-60 ul u de HIM buffer.

As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE e anticorpos
especificos contra tubulina e TOM 20 foram utilizados para verificar a
separacdo e pureza da fracdo citoplasmatica e da fracdo mitocondrial,

respectivamente.

3.21 Anélises estatisticas

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software

GraphPad Prism® versao 4.03. O nivel de significancia foi o= 0,05.
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CAPITULO 1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A exposicao aluz UVB mostrou inducédo de morte celular

Antes de avaliar o envolvimento de galectina-3 na reposta de
melanomas frente ao agravo gerado por UVB, foi realizado ensaio de morte
celular para verificar a sensibilidade destas células a exposicdo a UVB. A morte
celular foi quantificada através da marcacdo com iodeto de propideo e analise
por citometria de fluxo. Na Figura 1 observamos que a luz UVB foi capaz de
induzir morte celular em melan-a 24 e 48 horas apos irradiacdo, mas apos 48
horas o grande aumento sugere que o dano celular foi elevado. A linhagem
tumoral Tm1 ndo mostrou diferencas na porcentagem de células hipodipléides
24 horas apos irradiacdo, mas apos 48 horas foi evidenciado o aumento de
células hipodiploides. Na Figura 1 observamos que apés 24 horas de irradiacao
UVB ha inducdo de morte celular apenas em melan-a. No entanto, ha inducdo
de morte celular em Tml apdés 48 horas de irradiacdo UVB, mas a
porcentagem de células em morte celular apresentada por melan-a é superior a
apresentada por Tml. A luz UVB é considerada um carcinégeno ambiental
capaz de induzir lesbes que interferem na transcricdo e na replicagéo celular
podendo ativar uma resposta pré-apoptética (Ortolan & Menck, 2013). O
resultado obtido neste ensaio mostra que de fato a luz UVB é capaz de induzir
morte celular e que a linhagem melan-a é mais sensivel do que Tml frente a

este tipo de estimulo.

40



RESULTADOS E DISCUSSAO

24h 48h
@ 80- g 804 -
2 60 CIUV-B  a g T Cuv-8
= 604 o
‘§- 50_ L3 ] g_ 50'
< 40- | I < 404 .
(] ]
& 30+ T 5 304 |_‘
2 T 204 -
T 20- o
o qpd

5 [ e 5 [T
=
R 0 . . ® 0 " '

@@ ,\-@N ‘s} «(6\

Figura 1 - Analise de morte celular de células melan-a e Tml apoés
irradiacdo com UVB. Andlise 24 e 48 horas ap6és de irradiacdo com uma dose
de aproximadamente 6,6mJ/cm?. A porcentagem de células hipodipléides foi
avaliada através da marcacdo com iodeto de propideo. ANOVA
**n<0,01.*p<0,05. Legenda: ctrl (controle). Experimento representativo n=3.

4.2 Avaliacéo da expresséo de galectina-3 através de western blot

Para avaliar os niveis proteicos de galectina-3 nas linhagens melan-a e
Tml, realizamos imunomarcagcdo por western blot em extratos protéicos de
células controle, ndo irradiadas, e de células irradiadas com UVB. Como em 24
horas observamos sensibilidade diferencial entre melan-a e Tml a UVB,

utilizamos tempos 4,8 e 24 horas de exposic¢ao (Figura 2).

Tm1 Melan-a
Horas UVB 0 4 8 24 0 4 8 24

42kDa — - — B-actina

32kDa —
Gal-3

Figura 2 - Galectina-3 € expressa em melan-a e ndo em Tm1l. Avaliacdo da
expressdo de galectina-3 através de western blot em extratos proteicos de
células melan-a e Tm1 expostas ou ndo a luz UVB por 4, 8 e 24 horas. -actina
foi utilizada como controle de carregamento proteico. (UVB: 6,6mJ/cm?).
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Ndo se observou expressdo de galectina-3 na linhagem Tml,
corroborando o modelo experimental descrito anteriormente, onde mostrou-se
a perda de Gal-3 durante o processo de geracéo das linhagens tumorigénicas,
entre elas Tm1l. Como descrito em trabalho do nosso grupo, o promotor de
galectina-3 encontra-se metilado na linhagem Tm1, podendo ser este o evento
responsavel pelo controle da expressao de Gal-3 (Machado et al, 2014). Além
disso, o tratamento de células Tml com altas concentracbes de 5-aza-2-
deoxicitidina, um inibidor de metiltransferases do DNA, resultou na reexpressao
de Gal-3.

Em melan-a confirmamos a expressao basal de galectina-3, no entanto,
nao foram observadas modificacdes nos niveis proteicos de galectina-3 apés
irradiacdo. Este resultado sugere que a luz UVB nado estd envolvida na

alteracédo da expressao de galectina-3 apos este estimulo.

4.3 Deteccao de Gal-3 extracelular no sobrenadante da linhagem melan-a
apos irradiacao e analise do efeito de Gal-3 no meio extracelular

Embora néo tivessem sido observadas alteracfes na expressao de Gal-
3 intracelular em melan-a, como descrito anteriormente, Gal-3 também é
secretada e neste caso pode apresentar funcdo pro-apoptotica. Uma vez
observada a inducdo de morte celular em melan-a 24 horas ap0s exposicéo a
UVB (Figura 1), verificamos se UVB alteraria os niveis extracelulares de Gal-3,

podendo estar relacionada com esta inducdo de morte celular.
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Para tal expusemos estas células a luz UVB e 8 e 24 horas apos
exposicao recolhemos o meio de cultura e realizamos um gel SDS-PAGE
aplicando as amostras obtidas. Devido ao fato do soro poder interferir na
obtencédo dos dados e na quantificacdo proteica, foram processados dois tipos
de amostras, aquelas em que as células foram cultivadas com meio
suplementado com soro e aquelas que foram cultivadas privadas de soro (0,1%
de soro fetal bovino). Foi observado um aumento na expressao de Gal-3 24
horas apos irradiacdo com UVB, sugerindo que a secrecao de galectina-3 €
aumentada apos esta irradiacdo. Este aumento pode ser melhor visualizado
nas amostras com baixa adicdo de soro (Figura 3). O gel de carregamento
corado com azul coomassie mostrou que a quantidade de proteinas aplicadas
no gel é semelhante.

Dados da literatura demonstram que Gal-3 secretada ao meio
extracelular é capaz de se unir a glicoproteinas de superficie, como o complexo
CD29/CD7 em ceélulas T, e induzir a ativacdo de vias de sinalizacdo, a
liberacdo de citocromo c e a ativacdo da caspase-3 (Nangia-Makker et al,
2008). Sugere-se que a funcédo de Gal-3 pode ser resultado do balanco entre a
atividade anti-apoptoética de Gal-3 enddgena e a atividade pro-apoptotica de
Gal-3 exdgena. Portanto, o efeito apoptoético pode ser dependente da presenca
ou auséncia de Gal-3 no citoplasma das células (Nakahara et al, 2005). E
nossos dados mostram que embora UVB néo altere os niveis intracelulares de
Gal-3, esta irradiacdo induz o aumento da secre¢do desta proteina podendo

resultar na morte celular de células melan-a.
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Soro (+) (-)
Horas 0 4 8 24 0 4 8 24 C+

Gal-3

Gel de
carregamento

Figura 3 - Irradiacdo UVB induz a secrecdo de Gal-3 em melan-a. Deteccao
de galectina-3 extracelular no sobrenadante da linhagem melan-a apés 24
horas de irradiacdo com UVB. Na parte superior observa-se a expressao de
galectina-3 0, 4, 8 e 24 horas ap0s exposicao a UVB na presenca ou auséncia
de soro. Na parte inferior se observa o carregamento de amostra no gel corado
com azul coomassie. Legenda: C+ (controle positivo — melan-a). (UVB:
6,6mJ/cm?).

Para avaliar se a secrecao de galectina-3 em melan-a era responsavel
pelo aumento da porcentagem de células hipodiploides apos irradiagcdo com
UVB, realizamos um ensaio em transwell plaqueando células melan-a no filtro
do transwell e em placa de 6 pocos, como descrito. As células melan-a foram
cultivadas por 24 horas na presenca ou auséncia de meio condicionado
proveniente de células melan-a irradiadas com UVB (24 horas e 6,6mJ/cm?).
Apoés este periodo, foi realizada marcacdo com iodeto de propideo e analise
por citometria de fluxo. A partir desta analise pudemos observar que néo havia
diferenca na porcentagem de células hipodiploides entre as células que foram
mantidas em contato com meio condicionado e as células que ficaram aderidas

na placa em contato com células néo irradiadas (Figura 4).
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Figura 4 - Gal-3 extracelular induzida por UVB néo esta envolvida na
inducdo de morte celular em resposta a esta irradiacao. Avaliagcdo da morte
celular de células melan-a cultivadas na presenca ou auséncia de meio
condicionada proveniente de células melan-a irradiadas com UVB (UVB:
6,6mJ/cm?). Porcentagem de células hipodipldides obtidas através da
marcacao com iodeto de propideo e andlise por citometria de fluxo.

A secrec¢do de galectina-3 também tem sido associada com a adeséo e
o espalhamento celular em cancer de mama (Baptiste et al, 2007), assim como
na diferenciagdo celular (Yu, 2012 para revisdo). O resultado obtido no
experimento com meio condicionado mostrou que a secrecdo de Gal-3
observada na linhagem melan-a ndo estd envolvida no processo de morte
celular. Assim como em células T, diferentes tipos celulares apresentam
ligantes extracelulares especificos para Gal-3 associados com apoptose.
Possivelmente, em nosso modelo de melanoma murino a Gal-3 secretada nao
possui um ligante adequado e, desta maneira, ndo é capaz de induzir a
ativacdo de vias de sinalizagdo, impedindo uma resposta apoptética atraves
desta via. Outra possibilidade é que a Gal-3 seja secretada com o objetivo de
atuar como imunomoduladora apds a exposicdo a UVB, pois o trabalho de Liu
e colaboradores mostra que a secre¢ao de galectina-3 ao meio extracelular

induz o aumento dos niveis de superdxido, o qual atua como modulador da
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funcdo de mondcitos (1995). No entanto, é impossivel evidenciar este efeito

sem a existéncia do microambiente tumoral.

4.4 Andlise do efeito de galectina-3 exdgena através do ensaio
clonogénico

Como a secrecdo de Gal-3 ao espaco extracelular apés irradiacao UVB
nao foi suficiente para a inducao de morte de melan-a, e sabendo que Gal-3 é
uma proteina sollvel, resolvemos adicionar Gal-3 exdgena no intuito de
aumentar a oferta desta proteina a células cultivadas. Talvez, uma maior
quantidade de Gal-3 no meio extracelular module a resposta celular de inducéo
a morte apés UVB. Ao mesmo tempo, verificamos se a adicdo de Gal-3 em
Tm1 era capaz de ativar vias relacionadas a morte ou sobrevivéncia.

Suzuki e colaboradores (2008) demonstraram que mastdcitos tratados
com galectina-3 exibem um potencial pro-apoptético através da inducdo de
estresse oxidativo e modificacbes da permeabilidade mitocondrial. Neste
trabalho, a inducdo de apoptose por parte de Gal-3 foi através da unido desta
proteina ao receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), via o
dominio de reconhecimento de carboidratos de Gal-3.

Como observado, a Figura 5 mostra que a adicdo de galectina-3
recombinante ndo induz morte celular ou uma maior resisténcia apds exposicao
a luz UVB tanto em melan-a, quanto em Tml. Portanto, o tratamento com Gal-
3 em nossas linhagens n&o induziu uma resposta celular associada com

sobrevivéncia ou apoptose.
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Figura 5 — A adicdo de Gal-3 exdégena nédo altera a resposta de morte ou
sobrevivéncia celular frente ao agravo gerado por UVB. Andlise da
resposta a adicdo de galectina-3 exogena. (A) quantificacdo da porcentagem
de células hipodipléide em melan-a e Tm1 irradiadas ou ndo com UVB (24
horas apés UVB e 6,6mJ/cm?) na presenca ou auséncia de galectina exdgena

(100nM) (B) ensaio clonogénico utilizando as mesmas condigbes anteriores.
Experimento representativo n=3.

Embora n&o fossem observadas diferencas significativas, os dois
graficos mostram uma tendéncia na resposta a adicdo de Gal-3 exégena em
ambas as linhagens. Na Figura 5(A) observa-se que a adicdo de Gal-3 em
melan-a, tanto no grupo controle quanto no irradiado, induz uma pequena
diminuicdo na porcentagem de células hipodipléides. Ao mesmo tempo, na

Figura 5(B) € possivel observar aumento do numero de clones apds a adicdo
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de Gal-3, sugerindo que melan-a € mais resistente ao efeito genotéxico da luz
UVB na presenca de galectina-3 exdogena. No entanto, na linhagem Tml a
Figura 5(A) mostra que a adicdo de galectina-3 em Tm1l tende a aumentar a
porcentagem de células hipodiploides, enquanto na Figura 5(B) ndo notamos
nenhum efeito no ndmero de clones em resposta a adicdo exdgena de
galectina-3.

A concentracdo de galectina-3 escolhida neste ensaio foi a mesma que a
utilizada no trabalho de Suzuki, anteriormente citado. Portanto, a auséncia de
uma resposta notdria em nosso experimento pode ser reflexo da auséncia de
ligantes especificos para galectina-3 na superficie extracelular de melan-a e
Tm1l ou efeito da acdo conjunta de Gal-3 intracelular e a extracelular, no caso

de melan-a.

4.5 Caracterizacdo da localizagdo subcelular de galectina-3 em Melan-a
Como discutido anteriormente além da localizacdo intra ou
extracelular, a compartimentalizacdo celular de Gal-3 é crucial para a
determinacdo de sua funcdo. Portanto, apesar de nao ter sido observada
alteracdo na expressao de Gal-3 em respota a UVB, esta poderia levar a
alteracbes na compartimentalizacdo desta proteina que poderiam estar
relacionadas com a sensibilidade de melan-a a UVB. Para caracterizar a
distribuicio de galectina-3 em melan-a, foram realizadas ensaios de
imunofluorescéncia a fim de poder observar a distribuicdo de Gal-3 na célula
em estudo. Como mencionado na introducéo, Gal-3 € uma molécula ubiqua no
espaco intracelular, de fato, podemos notar na Figura 6 a ampla distribuicdo de

galectina-3 em melan-a. Pode-se observar a Gal-3 nas células controle e nas

48



RESULTADOS E DISCUSSAO

células irradiadas tanto no nudcleo como no citoplasma, sendo esta proteina
mais abundante nesta ultima regido celular. Embora nao tenha sido observada
diferenca na localizacdo de galectina-3 apos irradiagdo com UVB (4,8 e 24
horas), visualizou-se um aumento da expressao de Gal-3 a partir de 4 horas de
exposicao a UVB.

Como foi descrito que Gal-3 pode ser translocada para a mitocondria e
regular a producdo de espécies reativas de oxigénio (Kim et al, 2008) e vias
associadas com a funcdo mitocondrial (Yu et al, 2002; Fukumori et al, 2006),
realizamos a marcacéo das mitocondrias com Mitotracker Red® com o objetivo
de verificar a localizacado desta proteina. Na fotomicrografia correspondente a
24 horas apos irradiacdo € possivel visualizar uma possivel colocalizacdo de
Gal-3 com a mitocOndria, através da marcacdo amarelada na regido
perinuclear, causada pela sobreposicdo da marcacao de Gal-3 (verde) com as

mitocondrias (vermelho).
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Melan-a

8 h 4 h Controle

24 h

Figura 6 — Distribuicdo celular de Gal-3 em melan-a e Tm1. No painel
observa-se a localizagc&o de galectina-3 em melan-a irradiadas com UVB (4 8 e
24 horas). Esquerda: imagens obtidas em microscopio confocal (aumento de
400x). Direita: zoom 2x. Vermelho: Mitotracker. Azul: DAPI. Verde: Gal-3.
(UVB: 6,6mJ/cm?).

Para confirmar se havia colocalizacdo de galectina-3 com

mitocéndrias apés estimulo com UVB (8 e 24 horas e 6,6mJ/cm?) , foram feitas
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preparacdes para microscopia eletrbnica de transmissdo. Também
processamos amostras para obter imagens da ultraestrutura de melan-a com o
objetivo de observar as caracteristicas morfolégicas da célula em repouso,
controle (7A), a fim de comparar estas com as células melan-a irradiadas (7B).
Nas imagens de ultraestrutura notamos uma maior vacuolizacdo nas células
expostas a luz UVB, em alguns casos com conteudo celular, sugerindo
degradacéo e/ou renovacédo de moléculas e estruturas celulares em resposta
ao dano genotoéxico induzido por UVB. Além disto, estas micrografias também
demostram que a luz UVB induz uma resposta protetora em melan-a apos
irradiacdo, evidenciado pelo aumento de melanossomos, produtores de
melanina (Figura 6B).

Através da imunoeletrénica confirmou-se o dado obtido com
imunofluorescéncia (Figura 7C), de que Gal-3 se encontra principalmente no
citoplasma celular, estando também presente no ndcleo e na membrana
nuclear, apos 8 e 24 horas de irradiagcdo UVB. Ainda, verificamos a presenca
de galectina-3 nas mitocondrias das células tanto em repouso quanto nas
células irradiadas (7C, D), portanto, a localizacdo de Gal-3 néo foi alterada pela
acdo da luz UVB. Porém, parece existir maior marcacado de galectina-3 nas
mitocondrias de células controle do que nas expostas a UVB, ao contrario do
observado na Figura 6, onde se verificou uma possivel colocalizacdo de Gal-3
e mitocondrias apds 24 horas de exposicdo a UVB. Esta observacdo pode ser
efeito de um possivel aumento na massa mitocondrial poés-irradiacdo sem
aumento nos niveis intracelulares de Gal-3, como demonstrado na Figura 2.
Aléem disso, a presenca de galectina-3 também foi observada dentro de

vacuolos (Figura 7D), 24 horas apos irradiacdo e, a0 mesmo tempo uma
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diminuicdo desta proteina nas mitocdndrias. Portanto, a diminuicdo de
moléculas de Gal-3 na mitocéndria apés UVB pode estar associada com a
degradacédo desta proteina. Para poder avaliar se a UVB tem algum efeito na
diminuicdo desta molécula na regido mitocondrial ou na translocacao de Gal-3

para essa organela, estudos morfométricos tornam-se necessarios.
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Figura 7 - Ultraestrutura da linhagem melan-a. (A) Controle, (B) células
melan-a irradiadas com UVB (6,6mJ/cm?) em detalhe a presenca de vactolos,
além disso as células irradiadas demonstraram a presengca de estruturas
arredondadas escuras, melanossomos. A barra mostra o aumento das

microfotografias, 0,5uM.
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Figura 7 C — Expressédo de Gal-3 nas células Melan-a. Na condi¢édo controle
(a-c), a expressdo da Gal-3 (setas) foi intensa, observada no citoplasma,
mitocondrias (m), membrana dos vacuolos (v) e nucleo (N). Apos 8 (d, e) e 24h
(f, 9), a expressao da proteina foi menos intensa. Nenhuma imunorreatividade
foi observada no corte utilizado como controle da reacéo (h, i). Barras: 0,5 um.
Ma — 8h

Figura 7 D - Expresséo de Gal-3 em melan-a 8 e 24 horas ap0s irradiacéo
UVB (6,6mJ/cm?). Nlcleo (N), mitocondria (m). Barras: 0,5 um. As setas
indicam marcacéo de Gal-3.
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4.6 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio apds a
exposicdo aluz UVB

Devido ao fato de galectina-3 poder estar envolvida tanto na geracéo
quanto na protecado do estresse oxidativo e que a exposicdo a UVB pode gerar
estresse genotoxico e, em menor medida, estresse oxidativo, decidimos
conferir os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS: reactive oxygen
species) em melan-a e Tml ap6s UVB. Para avaliar a producdo de ROS
utilizamos inicialmente o marcador DHR123 (Dihidrorodaminal23), um
marcador geral de ROS que uma vez oxidado se transforma em rodamina 123,
que é fluorescente e pode ser quantificada por citometria de fluxo. A andlise da
producdo de ROS mostrou que a linhagem tumoral Tml apresenta niveis de
ROS superiores aos de melan-a quando expostas a luz UVB (Figura 8).
Portanto, a luz UVB foi capaz de induzir um aumento significativo nos niveis de
ROS em Tml, no entanto, ndo foram observadas diferencas para melan-a.
Com o objetivo de acelerar o metabolismo celular para tentar observar de
forma mais clara qual era a resposta gerada nas células em estudo realizamos
a adicdo de glicose. A adicdo de glicose (15mM) em Tm1 aumentou ainda mais
os niveis de ROS, mas nem mesmo com este estimulo observamos alteracéo
nos niveis de ROS em melan-a (Figura 8). Os dados com baixa glicose nao
foram mostrados, pois ndo se observaram grandes diferencas quando
comparado com a condicao de alta glicose.

O DHR123 é uma boa ferramenta para a deteccdo de diferentes
espécies reativas, mas néo € possivel determinar a producdo de superéxido

atraveés da utilizacdo deste composto. O superdxido é uma de espécie reativa
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Figura 8 — A exposicdo a UVB induz acumulo de ROS em TM1 e ndo em
melan-a. Avaliacdo por citometria de fluxo da producédo de espécies reativas de
oxigénio através de DHR-123. O grafico mostra células positivas para DHR123.
Diferencas estatisticas foram analisadas utilizando-se o método Two-Way
ANOVA, * p<0,01. (UVB (6,6mJ/cm?). Experimento representativo n=3.

formada pela reducdo da molécula de oxigénio por um Unico elétron e €
incapaz de produzir dano direto no DNA, mas indiretamente pode reagir e
amplificar a producdo de espécies reativas participando da producdo de
radicais peréxidos com alto potencial oxidante e um importante papel na
indugdo de dano das estruturas celulares. Embora n&o foi discutido
anteriormente, as imagens de eletronica (Figura 7D) mostraram a alteragéo de
estruturas mitocondriais 24 horas apos irradiacdo. A partir deste dado e
sabendo que a mitocéndria € produtora de superéxido, decidimos avaliar se o
contetdo de superdxido era alterado ap0s irradiacdo UVB. Para tal, fomos

quantificar o conteudo de superdxido produzido nas linhagens em estudo apds
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da irradiacdo utilizando o composto denominado mitoSOX™. Este composto
entra em células vivas e se liga seletivamente a mitocondria, sendo
rapidamente oxidado apenas por superoxido e ndo por outras espécies reativas
de oxigénio ou nitrogénio. Este produto oxidado é fluorescente e pode ser
quantificado por citometria de fluxo. A Figura 9 mostra que em melan-a a luz
UVB induziu um aumento nos niveis de superoxido 24 horas apos a irradiacao.
As diferencas no indice médio de fluorescéncia (MFI) foram significativas
apenas em melan-a. Interessantemente, a luz UVB nao induziu modificacdes
nos niveis de superoxido em Tml, mas foi observado que os niveis basais
desse radical em Tm1 sdo maiores aos observados para melan-a e mantidos
depois da irradiacdo (Figura 9). O resultado obtido através da utilizacdo de
DHR123 (Figura 8) mostrou que a linhagem Tml teve um aumento nos niveis
de outras espécies reativas apos irradiacdo, e ndo de superoxido, no entano,
melan-a mostrou um padrédo contrario ao observado para Tm1. Cada uma das
linhagens possui um background diferente, pois o resultado apresentado
mostra que a linhagem tumorigénica Tml apresenta uma resposta celular
diferencial frente a irradiacdo por UVB quando comparado com melan-a, ndo
tumorigénica. De alguma forma, melan-a foi mais responsiva a inducdo de
superoxido pela acdo da UVB do que a producéo de outras espécies reativas.
Sabe-se que a linhagem Tm1 € menos eficiente em eliminar espécies
reativas devido a uma menor expressdo das enzimas envolvidas na
degradacédo de ROS (Souza et al, 2006). Baseado nesses achados é possivel
imaginar que o aumento de ROS observado em Tml 24 horas apos UVB esta
associado com a regulacdo dessas enzimas. Como mostrado, ndo houve

diferencas nos niveis de superoxido, mas 0s niveis basais deste radical foram
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altos na linhagem Tml. Este resultado pode ser explicado pela baixa
expressao da enzima SOD-2 (superoxido dismutase mitocondrial), na linhagem
Tml. Talvez, a UVB néo induziu aumento de superoxido em Tm1l devido a que
0s niveis de esta espécie reativa nas células em repouso sdo muito altos. O
aumento de superoxido em melan-a, mas ndo de outros tipos de espécies
reativas, pode estar relacionado com o aumento da fosforilacdo oxidativa, ou
defeitos mitocondrias causada pela irradiacédo. Esse evento também pode estar
associado com um aumento no numero de mitocondrias, baseado na
observacdo da aparente reducdo de Gal-3 nas mitocondrias apos irradiacédo
UVB (Figura 7). Por outro lado, sabe-se que a exposicdo a UV induz a
producdo de melanina com o intuito de proteger a pele do dano no DNA e
produz o aumento dos niveis de ROS (Jenkins et al, 2013). O superoxido
também pode ser utilizado como substrato no processo de melanogénese,
portanto aumento evidenciado em melan-a sugere que esse radical pode estar
atuando como um protetor dos melandcitos a exposicdo por UVB, como
evidenciado nas imagens de ultraestrutura (Videira et al, 2012). Ainda, o
aumento de superoxido em outros tipos celulares tem sido indicado como um
produto da secrecdo de galectina-3 ao espaco extracelular (Liu et al, 1995).e
vimos que as células melan-a secretam Gal-3 em reposta a irradiacdo UVB

(Figura 3).
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Figura 9 — A exposicdo a UVB induz acumulo de superoxido em melan-a e
ndo em TM1. Avaliagcdo da producdo de superoxido através do marcador
mitoSOX™. Observe-se 0 aumento dos niveis de superoxido em melan-a apds
24 horas de irradiac@o e os niveis constantes em Tml. MFI (intensidade média
de fluorescéncia). Legenda: Teste t **p<0,01. (UVB (6,6mJ/cm?). Experimento
representativo n=3.

Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio funcionam também como
segundos mensageiros (Wang et al, 2010), portanto, a diferenca observada
entre melan-a e Tm1l com relacdo tanto aos niveis quanto ao tipo de ROS
induzida em resposta a UVB, pode estar associada a distintas respostas
celulares. Estas podem atuar como indutoras de eventos contrastantes, por
exemplo, induzir morte em melan-a e ativar vias de sobrevivéncia em Tm1, o
que poderia explicar a diferenca de sensibilidade a UVB apresentada por estas
linhagens (Figura 1). Uma via de sinalizagdo que poderia explicar esta
diferenca de sensibilidade frente & UVB no nosso modelo, é a via mediada pelo
fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF). Este fator de transcri¢cao é
um regulador dos melandcitos e um oncogene em melanomas, estando
envolvido na inducdo da pigmentacdo, reparo do DNA assim como na

migracdo, sobrevivéncia, proliferacdo e metastase de melanomas. Muitos
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genes sao regulados transcricionalmente por MITF, dentre estes, genes pro-
apoptaticos e anti-apoptoéticos. Portanto, é possivel que ao longo da progresséo
a expressao deste fator esteja alterada gerando uma resposta a UVB diferente
entre linhagens tumorais e ndo transformadas.

Recentemente, Shoag e colaboradores (2013) demonstraram que o
co-activador-1a (PGC-1) induz a ativacado de MITF tanto em melandcitos como
em melanomas expostos a luz UV. As proteinas PGC-1 sdo reguladores
centrais da biogénese mitocondrial atuando como moduladoras do
metabolismo energético através da ativacdo transcricional de proteinas
mitocondriais e enzimas de detoxificacdo. Na mesma linha, outro estudo
mostrou que melanomas com alto niveis de expressao de PGC-1 sdo capazes
de aumentar o metabolismo energético mitocondrial e a detoxificagdo de ROS
(Vazquez et al, 2013). Ainda, PGC-1 foi necessario para a progressdo e
sobrevivéncia de melanomas e induziu um aumento de expressdo de MITF
contribuindo com o feedback regulatorio entre PGC-1 e MITF (Ronai, 2013).
Interessantemente, em trabalho liderado pelo grupo de Heraldo Possolo de
Souza, Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, mostrou-se que
as linhagens Tml e Tm5 expressam altos niveis de PGC-1, assim o estudo
deste sistema torna-se importante na caracterizacdo da resposta a luz UV
observada em Tml em relacdo aos niveis de ROS observados (trabalho
submetido para publicacéo)

Para analisar o efeito biologico de ROS nesta linhagem a utilizacédo de
n-acetilcisteina (NAC) seria uma otima ferramenta para estudar se a producao
de ROS apos irradiacdo em Tm1l pode ser neutralizada ou diminuida e associar

esses eventos com morte ou sobrevivéncia induzida por ROS. Outra
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abordagem interessante seria determinar se a geracdo de ROS nestas células

€ dose-dependente quando irradiadas com UVB.

4.7 Deteccédo e quantificacdo de vacuolos acidicos ap6s exposicao a luz
UVB e estudo de proteinas associadas a autofagia

Ao longo da progressdo as células tumorais sdo capazes de ativar
diferentes mecanismos de sobrevivéncia. Um processo amplamente estudado
nos ultimos anos e de grande destaque na biologia tumoral € a autofagia.

O estresse genotoxico induzido por UV, assim como outros sinais pro-
apoptoticos como 0 estresse oxidativo, podem induzir autofagia, processo
catabdlico de degradacao lisossomal (Kiffin et al, 2006; Lee et al, 2012). Este
processo € fundamental para manter a homeostase celular e remover proteinas
mal enoveladas, organelas e outras moléculas danificadas (Marino, et al 2012).
A autofagia possui um papel complexo no desenvolvimento e na progressao
tumoral. Inicialmente a autofagia foi descrita como um mecanismo de morte
celular (Tsujimoto et al, 2005; Kroemer et al,2008), mas recentemente, varios
autores demonstraram que a autofagia também funciona como um processo
citoprotetor.

Com o objetivo de verificar se a luz UVB era capaz de induzir
autofagia no nosso modelo realizamos a deteccéo e quantificacdo do contetudo
de vacuolos acidicos ap6s irradiacdo pela marcacdo com laranja de acridina e
analise por citometria de fluxo. A Figura 10 mostra que a luz UVB é uma
potente indutora de vacuolos acidicos produzindo o aumento destes, quando
comparado com o grupo controle. As duas linhagens mostraram um aumento

no numero de vacuolos acidicos apos irradiacdo, sendo este maior em Tml. A
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identificacdo da geracdo de vacuolos acidicos com laranja de acridina apés a
exposicdo a UVB sugere que o0 evento autofagico pode estar ativado em
resposta ao dano induzido por UVB. Como apresentado na introducdo, a
atividade autofagica € importante para controlar o dano oxidativo, sendo
também sensivel a regulacédo redox (Dodson et al, 2013). Portanto, o0 aumento
observado no nimero de vacuolos pode estar associado com o aumento nos
niveis de ROS, previamente analisados. A0 mesmo tempo 0 grande aumento
de vacuolos observado em Tml pode ser um mecanismo de sobrevivéncia
apresentado por esta linhagem, pois Tm1l ndo mostrou altas porcentagens de
morte celular apés UVB, quando marcado com iodeto de propideo (Figura 1).
Em melan-a também foi evidenciada a presenca de vacuolos, mas a
porcentagem foi menor tanto no controle quanto na condicdo exposta a UVB.
Este dado sugere que se o processo de autofagia em resposta a UVB
desempenha funcéo de sobrevivéncia, esta é induzida em melan-a em menor
intensidade que em TM1, favorecendo a sensibilidade desta linhagem a morte
induzida frente ao dano gerado por UVB.
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Figura 10- Acumulo de vacuolos acidicos em resposta a irradiacdo com
UVB. Identificacdo e quantificacdo da porcentagem de vacuolos acidicos,
através de marcacdo com laranja de acridina, em células irradiadas, ou néo,
com luz UVB (6,6mJ/cm?). Two-Way ANOVA, Legenda: * p<0,05.
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A resposta diferencial entre melan-a e TM1 pode ser resultado do
background destas células, tumorigénica e nao tumoral. Tm1 é uma linhagem
tumoral e em resposta ao dano associado a UVB pode ativar vias e processos
que favorecam a sobrevivéncia celular enquanto em melan-a a autofagia pode
ser uma resposta para induzir morte celular de células danificadas por esta
irradiacdo. Outra possibilidade € que melan-a aumente o numero de vacuolos
em menor intensidade que em Tml com o0 objetivo de renovar moléculas e
estruturas celulares para evitar a proliferacdo de células lesadas.

A avaliacdo inicial de autofagia através da marcacdo com laranja de
acridina sugeriu o envolvimento deste processo no perfil diferencial de melan-a
e TM1 a UVB. No entanto, sabe-se que laranja de acridina ndo € um marcador
especifico de autofagia, pois este € um marcador lisotropico que apresenta
afinidade com organelas acidicas, onde é protonado formando agregados e
emitindo fluorescéncia vermelha. Desta forma, laranja de acridina é um
marcador de vacuolos autofagicos tardios (fusionados com lisossomos), e que
pode marcar outros compartimentos acidicos como lisossomos. Portanto,
também foi verificada a expressao de beclina-1 apos tratamento com UVB.
beclina-1 € uma proteina envolvida no processo autofagico que se associa com
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) de tipo Il para iniciar a formacdo do
autofagosoma. No caso da linhagem Tm1 observou-se um acumulo dos niveis
de beclina-1 24 horas apos de irradiacdo, enquanto em melan-a foi observada
uma discreta diminuicdo da expressao desta proteina (Figura 11). Este
resultado se correlaciona com os dados obtidos na citometria com laranja de
acridina (Figura 10), sugerindo que a autofagia é induzida emTml em maior

intensidade que em melan-a em resposta a irradiacdo UVB.
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Figura 11 — Aumento da expressao de beclina-1 em resposta a UVB em
TM1. Deteccdo de beclina-1 em extratos proteicos de melan-a e de Tml,
mostrando o acumulo de beclina-1 em Tml. GAPDH como controle de
carregamento. Ctr: controle. 8h, 24h: horas apés irradiacdo UVB (6,6mJ/cm?).
Foram aplicados 30ug de proteina em cada poco.

4.8 A deteccdo e quantificacdo do contetdo lissosomal mostrou maior
atividade de degradacéo nalinhagem Tm1

Depois de observar que a luz UVB induz autofagia em melan-a e
Tml e demonstrar que beclina-1 aumenta 24 horas apdés UVB em Tml,
resolvemos estabelecer qual era o grau de degradacao nestas linhagens.

A autofagia segue uma série especifica de eventos. Basicamente, a
autofagia se inicia pela formacédo do fagoforo o qual sofre elongacédo para
engolfar por¢cdes de citoplasma contendo o material a degradar. Depois de
engolfar todo o material o fagoforo € fechado e o autofagossomo é formado. A
autofagia culmina com a fusdo do autofagossomo e o lisossomo dando origem
ao autofagolisossomo, local onde o material é finalmente degradado pelas
hidrolases lisosssomais (Dodson et al, 2013).

O lisotracker® green € um marcador acidotrépico seletivo utilizado
como indicador de organelas acidicas, sugerindo atividade lisossomal. Atravées

da analise por citometria e a marcacdo com listotracker demostramos que o
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conteudo de estruturas acidicas na linhagem Tml aumenta em grande
magnitude quando expostas a UVB (Figura 12). Diferente do observado em
Tm1, ndo houve aumento na deteccdo do lisotracker em melan-a sugerindo
que a atividade degradativa nesta linhagem € baixa ou que 0 processo
transcorre em tempos diferentes aos de Tml. A autofagia culmina com a
degradacdo do material no lisossomo; talvez os tempos de estudo (6 horas,
nao mostrado, e 24 horas) nao foram os adequados para evidenciar 0 aumento
de tais estruturas acidicas em melan-a. O resultado obtido em Tml coincide
com o observado na deteccdo de vacuolos autofagicos sugerindo que esta
linhagem € ativa na degradacdo do material celular seguido da exposicdo a luz
UVB. Isto € um indicio de que, possivelmente, Tm1l é capaz de renovar as
estruturas celulares ou moléculas apés o dano induzido pela UVB no intuito de
sustentar a sobrevivéncia das ceélulas. Novamente, podemos notar uma
resposta diferente entre melan-a e Tm1 mostrando que o background da célula
tumoral torna-a mais resistente aos efeitos danosos da UVB. Ainda, ndo é
possivel determinar se a presenca/auséncia de galectina-3 € importante na

modulacao destes processos.
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Figura 12- TM1 acumula estruturas acidicas em resposta a UVB. Avaliacao
do conteldo de estruturas acidicas atraves do marcador lisotracker® green.
Observe-se 0 acumulo de estruturas acidicas em Tml apds da irradiacéo
Leganda: ctr (controle nédo irradiado); UV (células irradiadas com UVB
(6,6md/cm?); *p<0,01. MFI (indice médio de fluorescéncia).Ensaio
representativo n=3.

4.9 Avaliacdao do efeito do inibidor LY290042 no ciclo celular e no
processo autofagico da linhagem Tm1l

O LY2090042 atua como um inibidor da autofagia através da inibicdo
de fosfatidil inositol-3 quinase (PI3K), molécula envolvida nas etapas iniciais da
autofagia e uma molécula central na regulacdo da proliferacdo celular,
viabilidade e senescéncia (Hu et al, 2000). Como a linhagem Tm1 mostrou uma
maior atividade autofagica e degradativa utilizamos esta estratégia para
de confirmar o papel deste processo em Tml.

Inicialmente, foi realizada a inibicho com LY290042 seguido da
irradiacdo com UVB e a analise foi realizada 2,6 e 24 horas ap0s irradiacao.
N&o foram evidenciadas diferencas 2 e 6 horas ap0s irradiacdo, mas apos 24

horas observamos que o ciclo celular de Tml foi alterado. Em auséncia do
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inibidor, 24 horas ap0s irradiacdo notamos que Tm1 sofre uma queda no indice
GO0G1/SG2M enquanto, na presenca do inibidor as células aumentaram este
indice. Ao observar as células em repouso mais a adicdo do LY290042,
notamos um grande aumento na quantidade de células em fase GOG1
sugerindo parada do ciclo celular nesta fase. Ao comparar os dados de 2 horas
com os das 24 horas notamos que existe uma tendéncia diferente no indice
GO0G1/SG2M, caracterizado pela reducdo da razdo nos controles e o aumento
da mesma nos grupos irradiados (Figura 13 A). Anteriormente, mostramos que
células Tm1 nao irradiadas possuem niveis basais de autofagia (Figural2). No
grafico de ciclo celular observamos que o LY290042 induz uma importante
parada do ciclo em GOG1 no grupo controle de Tm1 apos 24 horas de inibicao,
sugerindo que o inibidor diminuiu autofagia e, portanto as células param em
GOG1 no intuito de reparar ou repor essas moléculas que seriam degradadas.
No entanto, é importante considerar que a inibicdo da via de PI3K, e ndo a
inibicdo de autofagia mediada por esta via pode alterar a progressao do ciclo
celular. Casagrande e colaboradores (1998) demonstraram que LY290042
pode induzir parada em G1 produzindo quase a completa inibicdo da
proliferacdo em células de melanoma. Este e outros trabalhos que demonstram
a inducdo de apoptoses seguida da utilizacdo de inibidores autofagicos
suportam a idéia de autofagia atuando como um processo citoprotetor e sugere
que os dados obtidos no ensaio anterior podem ser resultado do efeito da
inducéo de morte apos inibicdo deste processo (Boya et al, 2004 para revisao).
Na analise de porcentagem de células hipodipléides, Figura 13 B, observamos
que em Tm1 o inibidor ndo teve efeito sobre a inducdo de morte celular. Com o

objetivo de verificar se de fato o inibidor estava funcionado avaliamos o
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conteudo de vacuolos ap0és inibicdo e irradiacdo. A Figural4 mostra que de fato
o LY290042 inibe autofagia, mas o bloqueio ndo foi completo com a
concentracdo de 20uM utilizada. Outras concentracdes foram testadas sem ter
sucesso absoluto na inibicdo da autofagia. Outra abordagem especifica para
determinar atividade autofagica e estabelecer se existe inibicdo da autofagia
seria monitorar a abundéncia de LC3-ll. Apés o estimulo autofagico LC3
conjuga-se com fosfatidiletanolamina (LC3-ll) e €& translocado desde o
citoplasma ou o ndcleo para a membrana do autofagossomo (Krebiehl et al,
2010). Portanto, a utilizacdo desta ferramenta permite monitorar o processo da

formacéo do autofagossomo até a degradacéao lisossomal.
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Figura 13 — Alteracéo do ciclo celular ap6s inibicdo da autofagia em Tm1.
A: analise do ciclo celular em Tm1 apos 2 e 24 horas de irradiacdo. B: andlise
da populacdo hipodiploide em Tml. Legenda: Ctr: grupo ndo irradiado. LY:
LY209942, 20uM. *p<0,05. UVB (6,6mJ/cm?). Experimento representativo n=3.

Devido ao fato da inibicdo da autofagia ter sido baixa, pode ser que os
resultados observados nas andlises anteriores ndo sejam totalmente
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informativos. Com o objetivo de melhorar o estudo foi utilizado outro inibidor, a
3-metiladenina (age de modo similar a LY290042 inibindo PI3K), mas os
resultados ndo foram claros (dados ndo mostrados). Para dar uma resposta
exata sobre o papel da autofagia em Tm1 é necessario utilizar outros inibidores
ou a combinacao deles, por exemplo, a cloroquina, um agente lisossomotrépico

capaz de inibir as enzimas lisossomais e a fusdo do autofagossomo.
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Figura 14 — O inibidor LY290042 nédo bloqueia efetivamente o processo
autofagico em Tm1l 24 horas ap0s irradiacdo. Avaliagdo da acao do inibidor
LY290042 através de citometria de fluxo e laranja de acridina. N&o observamos
diferencas significativas na porcentagem de vacuolos acidicos em Tm1 apés 24
h do tratamento. Legenda: Ctr: grupo nao irradiado. LY: LY209942, 20uM.
*p<0,05.UVB (6,6mJ/cm?). Experimento representativo n=3

4.10 Avaliagcdo da massa mitocondrial e determinagcdo do numero de
cOpias de mtDNA

Como nas micrografias da figura 7 observamos que a presenca de
Gal-3 na mitocondria parecia diminuir 24 horas apos irradiacdo, mas nao
possuimos a quantificacdo desses parametros, resolvemos avaliar se a luz
UVB estimulava a mitocondriogénese. Para tal, determinamos o numero de
copias de DNA mitocondrial (mtDNA) e o conteddo da massa mitocondrial

utilizando Mitotracker Green o qual se torna fluorescente no ambiente lipidico
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mitocondrial se ligando especificamente a cardiolipina, independente do
potencial de membrana.

Na figura 15 observamos que em ambas as linhagens a luz UVB causou
aumento do conteddo mitocondrial 24 horas apos irradiacdo. O dado é
representado como massa mitocondrial devido a que néo é possivel determinar
0 numero exato de mitocéndrias, pois as mitocéndrias sdo organelas dinamicas
que sofrem fissdo e fusdo o que dificulta a correlacdo da fluorescéncia com o
nimero de mitocondrias. E mais correto usar massa mitocondrial como
parametro devido a que mitocondrias fusionadas podem aumentar a area
captando maior fluorescéncia, mesmo se apresentando como apenas uma
mitocondria. A massa mitocondrial no grupo controle, em repouso, de Tm1 foi
maior do que o observado na linhagem melan-a. No entanto, o0 aumento do
conteudo mitocondrial apos UVB foi parecido em ambas as linhagens. O
conteudo de massa mitocondrial foi também analisado a poucas horas da
irradiacdo, mas ndo fomos capazes de detectar diferencas através da
citometria com Mitotracker, (dados ndo mostrados). Portanto, a avaliacdo da

massa mitocondrial sugere que a UVB induz mitocondriogénese em melan-a e

Tm1 24 horas ap6s irradiacao.
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Figura 15- Aumento do conteddo mitocondrial ap6s UVB. Andlise da massa
mitocondrial apds 24 horas de irradiacdo mostrando o aumento de esta
organela depois do tratamento com luz UVB. Diferengas estatisticas foram
analisadas utilizando-se o método Two-Way ANOVA, Legenda: ***p<0,01; **
p<0,05. MFI (indice médio de fluorescéncia). UVB (6,6mJ/cm?).

Depois de observar que a luz UVB é capaz de induzir aumento da
massa mitocondrial e sabendo que a biogénese mitocondrial pode ser ativada
rapidamente ap0s um estimulo ou em resposta a estresse celular decidimos
verificar se de fato a luz UVB estava envolvida na alteracdo da biogénese
mitocondrial através da quantificacdo do numero de coOpias de DNA
mitocondrial (Gasparre et al, 2008). O numero relativo de cOpias de DNA
mitocondrial foi analisado apés 3 e 24 horas de irradiacao. A Figura 16 mostra
que a luz UVB atua como indutora da biogénese mitocondrial através do
aumento do ndmero de cépias de mtDNA na linhagem melan-a apds 24 horas
de irradiacdo. Estes dados sugerem dois possiveis cenarios, um onde o
namero de mitocondrias de melan-a é aumentado com o objetivo de montar a
maquinaria necessdria para induzir morte celular ap6s o estimulo gerado pela

luz UVB e, o outro para compensar o dano induzido por UVB no DNA
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mitocondrial, associado com a resposta adaptativa a deplecdo da fosforilacao

oxidativa (Chatterjee et al, 2011).
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Figura 16 — Aumento do numero de cépias de mtDNA em melan-a, 24
horas apds irradiacdo com UVB. Determinacdo do numero de cépias de DNA
mitocondrial através de PCR em tempo real. (A) Melan-a (B) Tm1 controle, ndo
irradiada, e 3 e 24 horas ap0s irradiacdo. Numero relativo de copias:
mtDNA/nuclearDNA. UVB (6,6mJ/cm?);*

A mitocondria sofre alteracbes no DNA e mudancas no numero de
copias segundo as condicGes fisiopatoldgicas, ambientais e a demanda
energética (Li et al, 2013). Sabe-se que a funcdo mitocondrial € fortemente
associada com a quantidade de mtDNA e que altos niveis de ROS relacionam-
se com o dano oxidativo do mtDNA e a consequente alteracdo no conteudo de
mtDNA (Higuchi, 2012, para revisao). Além disso, € comprovado que mutacdes
no mtDNA sdo comuns em tumores e que 0 aumento no conteiddo de mtDNA &
um evento regulador do cancer em resposta a estresse, associado com a
iniciacao e progressao de cancer (Feng et al, 2011). Para nosso conhecimento,
€ bem documentado que o conteddo de DNA mitocondrial varia também

segundo o tipo de cancer. Jiang e colaboradores (2006) mostraram um

72



RESULTADOS E DISCUSSAO

aumento do mtDNA em cancer de cabeca e pescoco enguanto que em cancer
de mama Singh (2009) evidenciou uma diminuicdo do conteuddo de mtDNA
associado a mutacdes no D-loop, area ndo codificadora denominada também
regido controle, associada com a iniciacdo da replicacdo mitocondrial. Tal
diminuicdo foi associada com o aumento no risco de desenvolver doenca
(Chatterjee et al, 2011). O dano no mtDNA e as mutacdes em determinadas
regides podem causar aumento de ROS e disfuncdo mitocondrial. No caso da
linhagem melan-a observamos que o aumento da massa mitocondrial esta
correlacionado com o aumento no conteudo de mtDNA. Contudo, os dados
obtidos para melan-a sugerem que o aumento de massa mitocondrial nesta
linhagem parece estar mais relacionado com ativacédo do processo de morte do
gque com uma resposta ao estresse seguida da adaptacdo celular a nova
demanda energética e ao reparo do dano, com objetivo de aumentar as
chances de sobrevivéncia (Lee & Wei, 2005). Enquanto ao aumento no numero
de cépias mtDNA em melan-a e, baseado nos dados da literatura podemos
sugerir que esse aumento pode estar correlacionado com o aumento de ROS,
e uma perda da funcdo mitocondrial. E possivel que o aumento observado n&o
seja completamente funcional sendo uma resposta de compensacédo. No caso
de Tml observamos aumento da massa mitocondrial, mas ndo encontramos
diferencas no conteaddo de mtDNA o que sugere que talvez o dano no mtDNA
induzido por ROS apd6s UVB produza a entrada a ciclos de fusdo e fissdo. As
mitocondrias sdo organelas dindmicas que em resposta a diversos estimulos,
por exemplo, UVB, mudam a forma, o numero, tamanho e a distribuicao.
Portanto, a resposta observada em Tml pode ser produto da iniciacdo de

ciclos de fissdo e fusdo com o objetivo de redistribuir proteinas e proteger as
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células dos efeitos deletérios de mutacées no mtDNA. Os niveis de ROS em
Tml foram maiores do que em melan-a, talvez a grande quantidade de
estresse oxidativo agrave o dano mitocondrial induzido por UVB 0 que leva a
entrada a ciclos de fissdo e fusdo acompanhado da degradacdo ou
manutencdo de copias de mtDNA. Por outro lado, quando as mitocondrias
iniciam a fisséo e fusdo elas encontram-se em dois estados possiveis, um onde
estdo agrupadas e outro no qual se observam mitocondrias isoladas. Quando a
mitocondria esta danificada as mesmas sdo dispostas em um padréo isolado o
qual é associado com a degradacao seletiva da mitocondria (mitofagia) (Li et al,
2013). Este fato correlaciona-se com o resultado de autofagia em Tml no qual
evidenciamos um maior aumento na quantidade de vacuolos apds UVB. Este
fendbmeno sugere que o aumento da massa mitocondrial pode ser um evento
prévio ao processo de autofagia de mitocondrias danificadas e um promotor da
sobrevivéncia celular., Em Tml observamos que o indice de
mtDNA/nuclearDNA néo foi em paralelo com o0 aumento da massa mitocondrial,
mas existem estudos que mostram resultados contrastantes entre o niumero de
copias e aumento da massa mitocondrial (Apostalova et al, 2010, para revisao).
Isso pode indicar que o aumento da biogénese pode ndo ser a causa primaria
do acumulo mitocondrial. Por outro lado, sabe-se que cada mitocondria possui
de 2-10 copias de mtDNA o qual é replicado ao longo do ciclo celular. A
replicacdo pode acontecer independente do crescimento e da divisdo desta
organela, portanto, a replicacdo pode nao ser acoplada com o processo de
proliferacdo mitocondrial (Li & Wei, 2004).

Para interpretar melhor esses dados seria preciso realizar ensaios que

avaliem a funcédo mitocondrial destas linhagens ap6s UVB.
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4.11 O estudo da ativagcdo de vias de sinal ativadas pelo estresse
demonstrou a ativacao de JNK em Tm1l

ApoOs a realizacdo dos ensaios utilizados para examinar os efeitos da
UVB e caracterizar a presenca de Gal-3 em nossas linhagens, fomos investigar
se a luz UVB poderia ativar a via de proteinas ativadas por estresse (SAPK).
Como existe relacdo entre a irradiacdo UVB e a ativacdo destas quinases,
moléculas envolvidas na carcinogénese e capazes de controlar a progressao
do ciclo celular em melanoma (Alexaki et al, 2008), avaliamos o perfil de
ativacdo destas moléculas em melan-a e Tml. A radiacdo pode iniciar
interacbes moleculares e induzir respostas UV-dependentes como a
ativacado/supressao de vias de sinalizacdo. Portanto, o estimulo carcinogénico
da UV pode transformar melanocitos em melanomas e favorecer a progressao
tumoral (Muthusamy & Piva, 2013) através da acao de vias como, por exemplo,
JNK e p38 (Zhang & Selim, 2012). Uma vez que as SAPK possuem um papel
na biologia do melanoma e que Gal-3 parece regular a expressao de JNK,
realizamos ensaios de western blot para estudar a ativacdo destas vias apés
irradiacao.

A regulacdo destas proteinas € rapida, pois na Figura 16 podemos
observar a ativacdo de p38 e de JNK em curtos periodos de tempo apos
irradiacdo com UVB. No caso de p38 notamos a marcacdo de duas bandas
indicando duas isoformas de p38. A ativacdo desta molécula foi minima, sendo
mais notavel em Tml 15 minutos ap6s irradiacdo. O mesmo acontece no caso
de JNK, melan-a ndo mostrou ativacdo de JNK em nenhum dos tempos, mas a
fosforilacdo de JNK na linhagem Tml é bem evidente apdés 15 minutos de

irradiacao.
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Figura 17 — Ativacdo de p38 e JNK em melan-a e Tml. Avaliacdo da
ativacdo da via de p38 e de JNK em melan-a e Tml 2, 15 e 60 segundos apos
iradiacdo. UVB: 6,6mJ/cm®. As duas bandas observadas em ambas as
proteinas indica outras isoformas. Legenda: P-JNK ou PP38: fosforilado. G-
JNK: JNK total.

Através da deteccdo destas proteinas observamos que a célula
tumoral, Tm1, é capaz de ativar a via de JNK, mas em melan-a esta via nao foi
induzida em resposta a UVB.

Como mencionado, Gal-3 € wuma proteina multifuncional com
capacidade de interagir com diversas moléculas. Dados da literatura mostraram
que camundongos gal-3 -/- (Knockout) apresentam diminuicdo dos niveis
proteicos e do mRNA de JNK sugerindo que ha o envolvimento de Gal-3 na
regulacdo de JNK quinase (Chen et al, 2006). Como observamos ativacao de
JNK apds UVB e sabendo que ao contrario de Tml, melan-a expressa
galectina-3, investigamos se Gal-3 poderia estar implicada na regulacdo de
JNK através da interacao fisica com essa molécula apos irradiacdo. A partir de

ensaios de imunoprecipitacdo pudemos observar que galectina-3 interage com
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JNK em células melan-a, tanto no controle quanto nas células 60 minutos apoés
serem irradiadas com UVB. Embora tenhamos observado interacéo entre Gal-3
e JNK, esta interacdo ndo parece ser suficiente para ativar JNK, pois, como
demonstrado anteriormente, ndo ha acumulo desta proteina em resposta a
UVB na linhagem melan-a (Figura 17). Talvez a presenca de galectina-3 em
nosso modelo possa estar regulando negativamente a ativacdo de JNK
impedindo a translocagdo da molécula ou a interacdo com outros

componentes.
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Figura 18- Interagdo fisica entre Gal-3 e JNK em melan-a.
Imunoprecipitacdo de galectina-3. As amostras foram aplicadas em um gel
SDS-PAGE 18% e as membranas foram incubadas separadamente com anti-
Gal-3 e anti-gJNK. Legenda: C- (controle da reacdo, ndo irradiado) e UV-: 1
hora ap6s Irradiagdo com UVB (6,6mJ/cm?).

4.12 A analise da distribuicdo de JNK foi diferente entre Tm1l e melan-a
apos irradiacao

Como observamos ativagdo de JNK em Tml, investigamos o papel
desta proteina no nosso modelo. Alguns estudos mostram que JNK é
translocada ao nucleo apos estimulacdo. Porém, outros dados mostram que
JNK pode estar no nacleo de células controle e apds o estimulo ser exportadas
fora do ndcleo (Zehoari & Seger, 2013). Realizamos ensaios de

imunoflorescéncia e nas imagens marcadas para gJNK (total) pudemos
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observar que tanto em melan-a como em Tml a distribuicio de JNK é
principalmente no ndcleo das células, em células ndo irradiadas (Figura 19 A e
B). Apés irradiacdo a marcacéo de gJNK foi menos intensa (Figura 19 A e B).
No entanto, ao compararmos a marcacdo para pJNK entre as linhagens,
observamos uma localizacéo diferencial desta proteina entre melan-a e Tm1 25
e 60 minutos apos irradiacdo com UVB. Em melan-a a ativacdo de JNK é
baixa, pois a marcacado foi fraca tanto na célula controle como apés UVB
(Figura 19A). Além disso, a localizacdo de pJNK foi observada no nucleo e no
citoplasma, mas em menor quantidade que em Tml. J& em Tm1 observamos
uma marcacao nuclear de pJNK em células controle sendo modificada para
uma localizacdo citoplasmatica 1 hora apos UVB (Figura 19 B e 20). Nas
células Tm1l irradiadas a marcacao foi clara e evidenciada tanto no nucleo
como no citoplasma e em algumas ocasifes esta molécula colocalizou com

mitocondria (Figura 20).
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Figural8 — Localizacdo de gJNK e pJNK em melan-a. A: gJNK. B: pJNK. ctr:
controle e 20 e 60 minutos ap6s UVB. Verde: Gal-3. Laranja: mitocondria.
Vermelho: JNK. Azul: DAPI. Embaixo de cada painel encontram-se imagens
sem a sobreposi¢do. Aumento: 400X.
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Figural9 — Localizacdo de gJNK e pJNK em Tml apdés UVB. A: gJNK. B:
pJNK. ctr: controle e 20 e 60 minutos apdés UVB. Branco: mitocondria.
Vermelho: JNK. Azul: DAPI. Embaixo de cada painel encontram-se imagens
sem a sobreposicdo para observar em detalhe cada um dos marcadores.

Aumento: 400X.
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A translocacdo mitocondrial de JNK tem sido descrita em varios
modelos, por exemplo, em resposta a dano no DNA. A luz UVB gera dano no
DNA e pode induzir ROS. Além disso, JNK pode ser ativado por ROS e, ao
mesmo tempo contribuir na geracdo de espécies reativas de oxigénio. Esta
informacé&o coincide com os resultados obtidos em Tm1, onde a luz UVB induz
ROS e ativa a via de JNK seguida da translocacdo mitocondrial. Na literatura, a
translocacdo mitocondrial de JNK em células estressadas é exibida como um
evento crucial na sinalizacdo de morte celular, mas este ndo parece ser a
resposta para Tml. Como ndo houve altos indices de morte celular em Tm1l
apos UVB, a translocacdo observada nesta linhagem parece estar associada a
eventos de sobrevivéncia. Para nosso conhecimento, o estado pro-oxidativo, o
estresse celular e a sinalizacdo de mitoJNK podem contribuir para o processo
de morte celular ou para alteracbes metabdlicas que podem ser essenciais
para a sobrevivéncia celular (Chambers & LoGrasso, 2011). Portanto, a
translocacdo de JNK em Tml pode ser interpretada como um evento que
favorece a sobrevivéncia celular. Outra possibilidade, relacionada com o fato
de que s6 algumas células mostraram colocalizacao, é que a presenca de JKN
na mitocondria induza morte, mas apenas em uma pequena proporcdo das
células ndo sendo facilmente evidenciado pelo ensaio de hipodiploidia celular

avaliado por incorporacéo de iodeto de propideo.
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Figura 20 — Colocalizacdo de pJNK com mitocéndria em Tml 60 minutos apds de
irradiacdo. As analises foram realizadas com o software LSM Image. Observe-se o
coeficiente de correlacdo (R) na parte inferior da tabela, em vermelho.

4.13 O tratamento com o inibidor de JNK SP600125 demonstrou um papel
importante de JNK no ciclo celular e no processo autofagico de melan-a e
Tml

Como houve ativacao e alteracdes na localizacado de JNK testamos um
inibidor seletivo de JNK com o objetivo de determinar qual era a funcéo desta
proteina neste contexto e avaliar a relagcdo com galectina-3.

No ensaio foram utilizados 20uM do inibidor SP600125 e apos inibicédo
as ceélulas foram irradiadas e marcadas com iodeto de propideo. Na analise do
ciclo celular observamos que o tratamento com SP600125 induziu uma intensa

parada do ciclo celular na fase SG2M de melan-a e Tml. Interessantemente,
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células Tml tratadas com a combinacdo SP600125+UVB mostraram
diferencas significativas comparadas com o grupo UVB, enquanto que em
melan-a ndo houve diferencas no ciclo nas condi¢des apoés irradiacao + inibidor

(Figura 21).
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Figura 21 — A inibicdo de JNK induziu parada do ciclo na fase SG2M.
Andlise do ciclo celular em melan-a e Tm1l 24 horas apdés o tratamento
combinado UVB+SP600125. A parada de ciclo na fase SG2M foi evidenciada
em ambas as linhagens. SP600125 inibidor de JNK. ANOVA *p<0,001.
Experimento representativo n=3.

Em seguida, avaliamos a populagédo hipodipléide apds o tratamento e
notamos que a presenca do inibidor aumenta a porcentagem de células
hipodipléides em melan-a. Em Tm1 esse aumento foi visualizado apenas nos
grupos irradiados (Figura 22). A diferenca entre ser ou ndo ser tumorigénica
desencadeia uma resposta diferente, sendo melan-a mais sensivel do que Tm1l
(Figura 1). O aumento de células hipodipléides no controle tratado com
SP600125 em melan-a, ao contrario do observado em Tml, indica que a

inibicdo de JNK é um elemento importante para a manutencdo de melan-a

(Figura 22). Ao mesmo tempo, este resultado sugere que a linhagem
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tumorigénica Tm1 possui mecanismos compensatérios que favorecem a
sobrevivéncia das células frente determinadas condicdes como a inibicdo de
JNK. Entretanto, a inducdo de dano genotoxico por UVB levou a um aumento
na porcentagem de células. O aumento de morte celular induzido pelo inibidor
sugere que JNK esta envolvida na sobrevivéncia celular de melan-a e Tml

apos irradiacédo UVB.
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Figura 22 - A inibicdao de JNK induziu morte celular em melan-a e
sensibilizou Tm1 a UVB. Avaliagcdo de morte celular em melan-a e Tml 24
horas apoés tratamento com o inibidor e UVB. Observe-se o aumento de células
hipodipléides em melan-a e Tml. ANOVA *p<0,001. Experimento
representativo n=3.

Nos ultimos anos JNK tem sido envolvida com autofagia. Shimizu e
colaboradores (2010) demonstraram que JNK é crucial para induzir morte por
autofagia em células knockout para Bax/Bak. No entanto, recentemente foi
demonstrado que indutores de autofagia aumentam a formacgao de LC3-1l e a
fosforilacdo de JNK favorecendo a sobrevivéncia celular. Assim, a inibi¢gao de
JNK previne a formacgdo de LC3-Il e induz morte celular em células tratadas

com um ativador de autofagia (Haberzettl & Hill, 2013). Portanto, a partir dos

84



RESULTADOS E DISCUSSAO

resultados obtidos na andlise de ciclo e de morte celular e, sabendo que JNK
esta envolvida na regulacdo da autofagia, verificamos qual era o efeito do
inibidor SP600125 no processo autofagico em nossas linhagens. O ensaio
mostrou que o inibidor SP600125 aumentou o conteudo de vacuolos acidicos
na linhagem Tml (Figura 23). Este resultado sugere que JNK modula
negativamente a autofagia em Tm1. Nosso resultado coincide com o trabalho
de Maben e colaboradores (2010, ndo publicado) que demonstraram que a
inibicdo de JNK pelo SP600125 induziu morte celular em células de melanoma
humano através da inducdo de autofagia. No caso de melan-a ndo foram
observadas diferencas no conteudo de vacuolos. Talvez o efeito do inibidor sé
seja visivel em Tml devido ao fato de que os niveis de autofagia nesta
linhagem sdo maiores do que os observados em melan-a. Correlacionando o
resultado de morte celular com conteudo de vacuolos em Tml, podemos
ressaltar que aparentemente o aumento da autofagia gerado pela inibicdo de
JNK é importante na inducdo de morte. Portanto, este resultado sugere que a
autofagia, nesse contexto, tem um papel pré-apoptético. Como mencionado,
JNK parece ter um efeito dual no processo autofagico, pois eventualmente, a
menor inducao de autofagia no grupo irradiado e sem a adi¢ao do inibidor pode
ser produzida pela ativacdo de JNK, atuando como uma molécula de
sobrevivéncia. Dados da literatura sugerem um mecanismo, ainda n&o
esclarecido, pelo qual JNK muda desde uma funcdo pro-autofagica/pro-
sobrevivéncia para outra pré-apopotica/pro-morte dependendo da intensidade e

cinética do sinal (Tournier, 2013, para revisao).
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Figura 23 — A inibicdo de JNK aumento o numero de vacuolos acidicos em
Tm1. Analise do conteudo de vacuolos acidicos 24 horas apés tratamento com
UVB e SP600125. ANOVA *p<0,001. Experimento representativo=3.

Para elucidar o mecanismo de acado de JNK sdo necessarios novos
experimentos. A utilizacdo de peptideos inibidores de JNK acompanhado de
ensaios de proliferacdo e de western blot para proteinas especificas como, por
exemplo, caspase-3, beclina-1, sdo uma ferramenta util para identificar o papel
de JNK como um regulador dos processos de morte, sobrevivéncia e autofagia.
Entretanto, o bloqueio da translocacdo mitocondrial de JNK através da
utilizacdo de inibidores de Sab, proteina mitocondrial de unido a JNK, é
interessante para determinar se as respostas observadas estdo associadas
com a presenca de JNK na mitocondria (Chambers & LoGrasso, 2011).
Embora observamos os efeitos associados a inibicdo de JNK através da
utilizacdo do SP600125, é necessério avaliar a efetividade desse inibidor na via
de JNK. Avaliando a ativacdo de proteinas downstream de JNK, através de
western blot, é possivel estabelecer o grau de inibicdo exercido pelo SP600125

em nossas linhagens.
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4.14 A inibicdo de galectina-3 em melan-a induziu morte celular apés
exposicdo aluz UVB

Depois de realizar e analisar 0os ensaios que caracterizam a resposta
associada a UVB em nossas linhagens, avaliamos as diferencas observadas
entre as células eram efeito do fendtipo (tumoral vs ndo tumoral) ou se estavam
relacionadas com a presenca/auséncia de galectina-3. Como a expressao de
galectina-3 esta silenciada em Tm1, fomos verificar qual era o efeito da inibicéo
desta proteina em melan-a com o objetivo de tentar estabelecer o papel de
galectina-3 no nosso modelo.

A inibicdo foi realizada através de siRNA contra galectina-3 e os niveis
proteicos de galectina-3 foram analisados por western blot. Ensaios de morte,
ciclo celular, e deteccdo dos niveis de ROS foram efetuados na presenca ou
auséncia do siRNA.

A Figura 24 mostra os niveis proteicos de galectina-3 apo6s inibicao
com siRNA. A inibicdo com 100 pM foi eficiente e utilizada como padréo para
0s ensaios. A analise de ciclo celular apos a inibicdo de galectina-3 e UVB néo

mostrou diferencas significativas entre os grupos (Figura 25).

Melan-a
Ctr (-) gal3

Gal-3

B-actina

Figura 24 — Silenciamento de Gal-3 em melan-a através de siRNA.
Observe-se na ultima canaleta a diminuicdo de galectina-3. Ctr: controle. (-):
controle negativo ou scramble. Gal-3: siRNA contra gal-3. 3-actina foi utilizado
como controle do carregamento.
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Figura 25 — O silenciamento de Gal-3 ndo modificou o perfil do ciclo
celular em melan-a.O ensaio foi realizado 24 horas apés UVB. GOG1/SG2M:
Razao entre os valores em porcentagem das fases do ciclo celular. N&o foram
observadas diferencas significativas.Experimento representativo n=3.

Ao contrario do observado no ciclo celular, a andlise da populacdo
hipodipléide em melan-a mostrou diferencas entre os grupos. No grupo de
células com siRNA contra galectina-3 e expostas a UVB observou-se um
aumento da populacdo hipodipléide apds 24 horas. Nos casos controle ndo
foram observadas diferengcas, mas existe uma pequeno aumento de células
hipodipléides no grupo siRNA gal-3 (Figura 26). Este resultado sugere que a
auséncia ou diminuicdo de galectina-3 em melan-a tem um efeito negativo
sobre a sobrevivéncia celular apés exposicdo a um agente genotdxico como a
luz UVB. Ao mesmo tempo, sugere que a presenca de galectina-3 em
linhagens melanociticas € necessdaria para contribuir para a sobrevivéncia
celular frente a uma injuria. A perda de expressado de galectina-3 ao longo da
progressao gerou a pergunta de se a metilacdo desta molécula poderia ser em
parte, a responsavel pelo fen6tipo maligno de Tml. Apesar do efeito 24 horas

apos irradiagcdo com UVB ser muito distante do estresse induzido por ciclos de

impedimento de ancoragem, a inibicdo de Gal-3 n&o agiu como protetora de
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melan-a frente a esse estresse. Para verificar essa hipotese seria necessario
transfectar Tm1 com galectina-3 murina e realizar os estudos que avaliem o

perfil de resposta, comparado com Tm1.

[5)]
o
[ ]

=

E=Y
o
[ ]
*
*

M

w
o
[ ]

N
o
[ ]

-
o
[ ]

% de células hipodipldides

o

& @ S ) S Q
o\?\ o\?\ o\?\

controle scramble(-) siRNA

Figura 26 — O silenciamento de Gal-3 induziu morte celular apés
irradiacdo em melan-a Avaliacdo da populacdo hipodipléide apds inibicdo e
exposicao a UVB (24 horas). Observe-se que 0s grupos controle irradiados
com UVB mostraram um perfil diferente cuando comparado com o grupo siRNA
gal-3. Ctr: células néo irradiadas ; (-): controle negativo ou scramble ; siRNA
gal3: Knockdown para gal-3.*p<0,05. Experimento representativo n=3.

A expressao de galectina-3 em melanomas tem sido extensamente
pesquisada, mas poucos trabalhos focam os estudos em melandcitos ou nas
etapas iniciais da carcinogénese. Em linhas gerais, a expressao de galectina-3
€ correlacionada positivamente com o potencial metastatico e a sobrevivéncia
em melanomas (Braeuer et al, 2011). Este dado pode ser relacionado com o
fato de que melandcitos expressando baixos niveis de galectina-3 favorecam a
inducéo de morte celular apos injaria.

Novos estudos precisam ser efetuados para caracterizar a morte

celular induzida em melan-a através da inibicdo de Gal-3. A analise detalhada
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dos eventos celulares por citometria de fluxo com anexina e Pl assim como o

estudo da via de caspase ajudariam a determinar os mecanismos envolvidos.

4.15 A inibicdo de galectina-3 ndo modificou os niveis de producao de
superoxido em melan-a

Como em melan-a houve aumento dos niveis de superoxido apés UVB,
realizamos a inibicdo de galectina-3 e fomos verificar se o knockdown de
galectina-3 interferia na inducéo deste radical. Apés irradiacdo realizamos o
analise dos niveis de superoxido através de mitoSOX e evidenciamos que a
inibicdo de galectina-3 ndo alterou a producdo de superoxido 24 horas apés
exposicdo a UVB (Figura 27). Apenas observamos diferencas significativas
entre os grupos controle e irradiados, mostrando inducéo de superéxido apos

UVB.
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Figura 27 — A inibicdo de Gal-3 ndo altera os niveis de superoxido em
melan-a. Andlise dos niveis de superéxido apds UVB e a inibicdo de galectina-
3. Citr: células nédo irradiadas; (-): controle negativo do siRNA; siRNAgal-3:
inibicdo de gal-3. MFI (intensidade média de fluorescéncia).
*p<0,05.Experimento representativo n=3.
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Figura 28 - Representacdo esquemaética da resposta celular associada a
UVB e implicagcbes de galectina-3 em melan-a e Tm1. Ambas as linhagens
apresentam um perfil de resposta diferente a agcdo da UVB. Melan-a é uma
linhagem mais sensivel do que Tml, ativando vias de morte ap6s o dano
genotbxico, associado ao aumento dos niveis de superéxido. A localizacdo de
Gal-3 € ubiqua em melan-a, mas o papel desta molécula em cada local néo foi
identificado. A expressao de Gal-3 na mitocondria ndo sofre grandes alteracbes
apos irradiacdo, mas a UVB aumenta a biogénese mitocondrial em melan-a.
Embora o silenciamento de Gal-3 tenha aumentado a porcentagem de células
hipodipléides, néo foi esclarecida a fungcdo desempenhada por esta proteina na
mitocdndria. Apos UVB, JNK ndo é ativada em melan-a, o que pode estar
relacionado com a interagéo entre JNK e Gal-3. No entanto, a inibicdo de JNK

bY

parece ser importante para a manutencdo celular. Em oposicdo a melan-a,
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Tm1 foi mais resistente ao dano induzido por UVB, mas desencadeou aumento
nos niveis de ROS e do processo autofagico. Estes dois mecanismos parecem
ser 0s responsaveis, em parte, da resisténcia de Tml ao efeito da UVB. A
ativacdo de JNK induzida por UVB parece estar envolvida na sobrevivéncia
celular, através do recrutamento desta molécula para mitocbndria, mas
curiosamente a inibicdo de JNK aumenta autofagia e induz morte celular em
células Tm1l irradiadas com UVB.
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CONCLUSAO

A irradiagdo UVB é um indutor de dano celular em linhagem melanocitica e na sua
contraparte transformada (melanoma), capaz de promover morte celular e induzir vias
associadas ao estresse celular, com o aumento de ROS e ativacdo do processo
autofagico. A linhagem transformada foi mais resistente ao estresse induzido pela
UVB. A ativacdo da via JNK, assim como autofagia parecem ser importantes
reguladores dessa resposta. A expressao de galectina-3 ndo € modificada pela acéo
de UVB, mas sua secrec¢do e localizacdo subcelular sao alteradas apds irradiacdo. A
inibicdo de galectina-3 induz morte celular apos inducdo de dano no DNA o que
associa 0 papel de galectina-3 na sobrevivéncia ou manutencdo de linhagens

melanociticas expostas a dano.
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Capitulo desenvolvido no
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2. OBJETIVOS

Avaliar a cinética de resposta de melandcitos e células de melanoma a
exposicao de luz UVB, avaliando a ativacdo das vias de ERK, JNK e p38; e,

investigar uma possivel regulacdo destas vias por galectina-3.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Avaliar a resposta a UVB utilizando diferentes doses de irradiacdo, nas

linhagens de melanoma LOX e A2352, e melandcitos.

2.1.2 Caracterizar a localizacédo de galectina-3 nessas linhagens apés UVB.

2.1.3 Verificar a interacdo entre galectina-3 e MAPKSs.

2.1.4 Avaliar se galectina-3 regula a expressdo de MAPKs através do

silenciamento de galectina-3 com moléculas de siRNA.

2.1.5 Avaliar o papel de galectina-3 nas linhagens humanas apés UVB em

relacdo a inducédo de morte celular e sobrevivéncia.
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3.1 A avaliacdo da ativacdo de MAPKs apoés diferentes doses de UVB
mostrou que essas vias sdo responsivas ao estimulo induzido pela luz

uvB

A via de sinalizacdo de MAPK possui um importante papel na
regulacao da expressdo génica e no controle de diversos processos celulares.
MAPKSs séo ativadas por uma variedade de estimulos, como a luz UVB (Munshi
& Ramesh, 2013). Caracterizamos o0 padrdo de resposta de melandcitos
humanos e das linhagens de melanoma LOX e A2152 a UVB associada a
ativacdo de MAPKs por curtos periodos de tempo apés irradiacdo. Na Figura 1,
observa-se a ativacdo das MAPKs irradiadas com uma dose baixa de UVB
(9mJ/cm?), enquanto que na Figura 2 foi utilizada uma dose maior (26mJ/cm?)
com a intencdo de observar se de fato estas proteinas eram ativadas por UVB
e se 0 padrao de ativacdo era modificado. Quando testamos doses de UVB
intermediarias, préximas a 16mJ/cm?, os resultados foram parecidos com 0s
obtidos para a dose alta, demonstrando uma diferenga na resposta apenas

entre a dose baixa e a alta.

A deteccdo de ERK revelou que o perfil de ativacdo desta via €
diferente entre melandcitos e melanomas, em ambos 0s experimentos. Em
melandcitos observa-se uma pequena ativacdo de ERK nos primeiros minutos
apos irradiacdo, enquanto que em melanomas foi observada uma maior
ativacdo apos 25 ou 50 minutos de exposicdo a UVB. Quando irradiamos os
melanomas com baixa dose (9mJ/cm?) de UVB fomos capazes de observar
dois fenbmenos diferentes. Em algumas ocasifes notamos o aumento da

ativacdo de ERK apos 25 e 50 minutos e em outros casos evidenciamos uma
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diminuicdo da ativacdo aos 25 minutos seguida de um aumento na fosforilacéo
aos 50 minutos. Este fendbmeno pode ser resultado de uma dupla ativacéo
através da intervencao de duas vias diferentes. A dupla ativacdo estabelece
duas cinéticas distintas, em uma delas um determinado efetor induz a ativacéo
imediata da via de ERK apds UVB, seguida pela queda de atividade, enquanto
qgue na outra um novo efetor induz uma resposta mais demorada, ativando ERK

préximo aos 50 minutos.
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UVB
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8INK { | e o & _ 50kDa
- - e e -
pP38
g s - ‘ -
gP38
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doses: 9 mJ/cm2 Imin.
An: anisomicina 1pg/ml.

Figura 1 - Ativacdo de MAPKs em melandcitos, LOX e A2352 apos
irradiacdo com baixa dose. Western representativo da ativacdo apés baixa
dose de UVB: (9mJ/icm?). Os blots foram feitos com anticorpos contra as
formas globais ou totais das quinases (gERK, gJNK e gP38) e contra formas
fosforiladas especificas destas quinases (pERK, pJNK, pP38). O controle
positivo de ativacdo das quinases foi feito com exposi¢ao a anisomicina.

97



RESULTADOS E DISCUSSAO

A ativacdo de JNK foi observada apenas apdés 50 minutos de irradiacdo ou
pela adicdo de anisomicina, um ativador de quinases ativadas pelo estresse.
Nas trés linhagens observou-se uma discreta ativacdo de JNK aos 50 minutos
apos a irradiacdo com a dose mais baixa, enquanto que a mesma intensificou-
se aos 25 minutos quando irradiadas com alta dose. Este fendmeno foi mais
evidente nos melandcitos, apresentando o efeito contrario na linhagem A2352,
a qual ndo mostrou ser responsiva na ativacdo de JNK em ambas as doses.
Por outro lado, p38 teve uma cinética de ativacao similar entre as linhagens e
nas diferentes doses utilizadas, sendo ativado apés 10 minutos de irradiacao
(Figura 1 e 2). Sabe-se que p38 estad envolvido na melanogénese. Foi
demonstrado que a ativacdo de p38 em células de melanoma induz a
degradacéo da tirosinase, enzima envolvida na pigmentacdo e localizada nos
melanossomos, e suprime a producdo da sintese de melanina (Bellei et al,
2010; Huang et al, 2013). Portanto, isso sugere que a ativacdo de p38
observada nas trés linhagens pode estar relacionada com a supressdo da
sintese de melanina em nossas linhagens. Para aprofundar o estudo sobre o
papel de p38 nessas linhagens, foram efetuados ensaios de inibicdo de p38
através do inibidor SB202190 e analise de proliferagcdo. Os resultados né&o
foram claros e ndo mostraram diferengcas no crescimento celular, mas
observamos diferencas da morfologia celular, células mais alongadas, de
melandcitos e de LOX apos o tratamento com o inibidor. Na literatura existem
dados que sugerem o envolvimento de p38 na diferenciacdo de melandcitos e
na formacdo de dendritos (Kim et al, 2010). Possivelmente, os resultados
obtidos no ensaio de inibicdo dessa quinase estejam associados com esse tipo

de resposta. A inibicdo de p38 atraves de SB202190 pode ter induzido o
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aumento da sintese de melanina levando a formacédo de estruturas mais

alongadas como os dendritos na tentativa de conduzir a transferéncia de

melanossomos, e influenciando na atividade melanocitica. Por outro lado, essa

resposta pode estar associada a outros fatores e ser independente da inibicao
de p38, ja que foi descrito que o composto piridinil imidazol (SB202190) pode

bloquear a sintese de melanina independente da inibicdo de p38 (Bellei et al,

2010).
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Figura 2 — Ativacdo de MAPKs em melanocitos, LOX e A2352 apos
irradiacdo com alta dose. Western representativo da ativagdo apos alta dose
de UVB: (26mJ/cm?).

Assim, mostramos a presenca das MAPKs ndo s6 em melandcitos,

como também em melanomas, e que as mesmas sao ativadas por luz UVB.
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Dessa forma, o proximo passo foi verificar a presenca de galectina-3 (Gal-3)

nessas células.

3.2 Caracterizacao da expressao de galectina-3 das linhagens em estudo

Galectina-3 € uma proteina multifuncional capaz de unir e ativar
multiplos componentes de cascatas de sinalizacéao e, portanto, capaz de atuar
como reguladora de diversos elementos durante a progressao tumoral. Nos
altimos anos, evidéncias tem relacionado a expressdo de Gal-3 com o
funcionamento MAPKs em céancer (Saegusa et al, 2008; Wu et al, 2013). Para
estabelecer qual era o padrao de expressao de Gal-3 em nossas linhagens,
foram realizados ensaios de western blot e de imunofluorescéncia. Para o
ensaio de western blot, as células foram irradiadas e apds 8, 24 e 48 horas, 0
extrato proteico foi processado e utilizado para deteccédo de galectina-3 e de
proteinas envolvidas com apoptose. Na tentativa de caracterizar
molecularmente o processo de morte induzido por UVB em melanomas e
melandcitos, realizamos a deteccdo de caspase-3 ativada e de poli (ADP)
ribose polimerase (PARP) clivado, uns dos alvos finais das durante o processo

de apoptose.

A Figura 3 mostrou que as trés linhagens em estudo expressam Gal-3,
mas que a expressao desta proteina € maior nos melanécitos do que nos
melanomas. Na linhagem A2352 e nos melandcitos parece existir uma
diminuicdo de Gal-3, 24 e 48 horas ap0s irradiacdo. A detec¢cdo de caspase-3

nao foi nitida, mas foi possivel observar a clivagem desta caspase apos 24 e
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48 horas na linhagem A2352. Como PARP €& um dos alvos principais da
caspase-3 decidimos verificar a presenca dessa proteina clivada apos
irradiacdo. De acordo com o resultado da caspase-3, observamos que A2352 e
LOX também apresentaram PARP clivado 24 e 48 horas ap0s irradiacdo. A
ativacdo observada de caspase-3 e de PARP sugere que a luz UVB induz

apoptose apos 24 e 48 horas de irradiacdo em LOX e em A2352.

LOX A2352 Melandcitos

UvB

Horas 0 8 2448 0 82448 0 8 2448

Gal-3 | = - -—- -
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Casp-3 . |- 20kDa
PARP | . - Gd» L 116 kDa
clivado - [— 89kDa
a-tubulina "o |- sokpa

Figura 3 — Expressao de Gal-3 e proteinas associadas a apoptose apoés
irradiacdo em melanomas e melanécitos humanos. Dose UVB
(9mJ/cm?).Tubulina: controle de carregamento.

Nos melandcitos néo foi possivel detectar caspase-3 clivada tampouco
a fragmentacdo de PARP. A andlise do ciclo celular dos melanécitos mostrou
gue uma grande populacdo de células encontra-se na fase G0/G1, enquanto
que, 24 e 48 horas apoOs irradiacdo, a populacdo G2/M sofre um aumento
(Figura 4). Em adicdo, ndo foi observado aumento da populacdo hipodipléide

(células com DNA fragmentado, ndo mostrado) indicando que os melandécitos
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nao parecem sofrer morte celular 24 horas apds exposicdo a UVB. Entretanto,
sabe-se que melandcitos podem entrar em senescéncia aplds estresse e,
embora a senescéncia ndo seja caracterizada apenas pela parada do ciclo
celular, estes resultados poderiam indicar senescéncia prematura por estresse

nestas células (Touissant et al, 2000; Cao et al, 2013).
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Figura 4 — Aumento da fase SG2M do ciclo celular apos irradiacdo em
melandcitos. Andlise do ciclo celular em melandcitos 24 e 48 horas apés
irradiados com dose baixa (9mJ/cm?). *p<0,05. Experimento representativo
n=3.

Uma vez que a localizacdo subcelular de Gal-3 é importante para
determinar sua funcéo, realizamos imunofluorescéncia para avaliar a
compartimentalizacdo da molécula. No painel da Figura 5 observa-se a
distribuicdo de Gal-3 nas linhagens humanas através de imunofluorescéncia.
Em células em repouso, galectina-3 se encontra tanto no nidcleo como no
citoplasma nas trés linhagens estudadas. Ao longo do tempo e apds exposicao
a UVB, a marcacao de galectina-3 em LOX e nos melandécitos parece se tornar

mais nuclear, enquanto que na linhagem A2352 a marcacdo parece estar
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principalmente no citoplasma. A marcacao de galectina-3 em A2352 e nos
melandcitos 24 horas apos exposicao a UVB foi menos intensa que nos outros
tempos, isso coincide com o resultado observado por western blot. As imagens
sugerem que apos 8 e 24 horas de irradiacdo, Gal-3 é translocada para o
nacleo em LOX e nos melanocitos. Tem sido descrito que Gal-3 nuclear esta
envolvida com a inducdo de apoptose, splicing do RNAmM e na regulacédo da
transcricdo (Newlaczyl & Yu, 2011). Assim, parece possivel que Gal-3 nuclear
em celulas LOX esteja envolvida com a inducdo da apoptose, enquanto que em
melandcitos poderia estar associada com a regulacdo da transcricdo génica e

inducéo da sobrevivéncia e/ou senescéncia.
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LOX

A2352

Melandcitos

UvB

Controle 1h 8h 24h

DAPI GAL-3 DAPI GAL-3 DAPI GAL-3 DAPI GAL-3

Figura 5: Localizacao celular de galectina-3 apés UVB em melanécitos e melanomas humanos. Aumento 400x.
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3.3 O ensaio de coimunoprecipitagcdo evidenciou a interacdo entre

galectina-3 e ERK

Antes de estudar o envolvimento de galectina-3 na regulagéo da via de
MAPKs fomos verificar se Gal-3 interagia fisicamente com alguma das
proteinas das vias classicas de MAPK. Como parece haver relacdo entre a
expressdo de galectina-3 e JNK em linhagens murinas (capitulo 1), e baseado
em dados de outros modelos celulares, resolvemos testar inicialmente se
existia interacdo entre estas duas moléculas em melandcitos e melanomas

humanos.

As células foram irradiadas com dose préxima a 16 mJd/cm® e 50
minutos apos, foi realizado o ensaio de coimunoprecipitacdo. A Figura 6
mostrou que nao existe interacdo entre galectina-3 e JNK nas linhagens
humanas em estudo. Comparando 0 extrato com as amostras
imunoprecipitadas com o anticorpo anti-Gal-3 (JNK), ndo se observou
marcacdo de JNK. Apenas € possivel notar a cadeia pesada da imunoglobulina
(50kDa), enquanto que no extrato proteico visualizam-se duas bandas

proximas a 46 e 50 kDa correspondente a JNK.

Melandcitos LOX A2353
Extrato JNK Extrato JNK Extrato INK
C UV C UVNC CU/ C UUNCL C UV C UVNCL
e - —— - — 50kDa
IP: GAL-3 P4 e e

Figura 6 — Galectina-3 e JNK né&o interagem em linhagens humanas.
Extrato: extrato proteico total das amostras; JNK: marcacdo para JNK nas
amostras processadas para precipitacdo. C: controle; UV: irradiado; NCL:
controle negativo. JNK: 46,52 kDa. IP: precipitagdo de galectina-3.
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Como mencionado anteriormente, galectina-3 interage com K-Ras em
cancer de prostata e de tiréide e modula a atividade desta proteina, assim
como de outras downstream de Ras como, por exemplo, ERK. Além disso,
queratinoécitos Gal-3-/- foram mais sensiveis a apoptose induzida por irradiacéo
UVB acompanhada da ativacdo da via ERK. De acordo com o resultado de
western blot anteriormente mostrado, a expressao de pERK é aumentada apoés
UVB, portanto decidimos testar se galectina-3 poderia interagir com ERK em

melanomas (Elad-Sfadia et al, 2004; Levy et al, 2011; Ji et al, 2012).

O ensaio foi realizado da mesma maneira que para JNK. Na figura 7
podemos observar que galectina-3 coimunoprecipitou com ERK, tanto em
melandcitos como nos melanomas, independente da acdo da luz UVB. Na
Figura 7 pode se observar uma marca¢ao mais notavel quando utilizado o ERK
total, ao invés do ERK fosforilado (pERK). O fato de ndo observar marcacéao no
PERK, ou dessa ser pouco evidente, sugere que galectina-3 interage com a
forma nédo ativa de ERK e, talvez, impeca a fosforilacdo ou translocagcao de
ERK apés estimulacdo. Nos melandcitos, a ativacdo de ERK apds UVB, 50
minutos, € baixa, ndo sendo possivel evidenciar claramente a marcacdo de

PERK.

Embora ndo existam dados na literatura que sugiram relacédo entre Gal-
3 e p38, decidimos testar se poderia existir interacdo entre estas moléculas,
pois p38 foi ativado apds UVB em melanécitos e melanomas. No ensaio de
coimunoprecipitacdo ndo observamos interacdo entre estas duas moléculas em

nenhum dos casos estudados (ndo mostrado).

106



RESULTADOS E DISCUSSAO

Melandcitos A2352 LOX
Extrato IP Extrato IP Extrato IP
C UV C Uuv C Uv C UV NCL C UV C UV NCL
ERK - 8. - — 37kDa
PERK . . “ — 37kDa
GAL-3 |wmmem e o - -—-— | .
|
IP: GAL-3

Figura 7 — Interacdo entre galectina-3 e ERK em melané6citos e em
melanoma. Galectina-3 foi imunoprecipitada e foram realizadas marcacdes
para gERK e pERK. As bandas abaixo da banda de galectina-3 correspondem
a cadeia leve da imunoglobulina. IP: amostras processadas para precipitacao.
NCL: controle negativo. ERK: 42 kDa.

3.4 O fracionamento mitocondrial mostrou a presenca de ERK na

mitocdndria

Como observado nos ensaios anteriores, Gal-3 esta localizada
principalmente no citoplasma das células ndo irradiadas e de células expostas
a UVB apo6s 1 hora. Devido ao perfil de distribuicdo subcelular de Gal-3,
pensamos que a interagdo entre galectina-3 e ERK aconteca no citoplasma
celular. Depois de um estimulo, moléculas de ERK séo translocadas
principalmente para o nucleo e/ou organelas como a mitocondria. A presenca
de ERK na mitocbndria € um importante regulador dos processos de
sobrevivéncia e de morte celular. Considerando que em LOX e A2352
observamos a ativacdo de proteinas que participam no processo de apoptose
24 horas apos UVB e, sabendo que galectina-3 se encontra no citoplasma e é

capaz de ser translocada para mitocondria, decidimos realizar o fracionamento
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celular. O fracionamento celular foi realizado com o objetivo de evidenciar se
ERK e Gal-3 estavam presentes nessa organela e/ou se a luz UVB induzia a

translocacao destas moléculas para mitocondria.

A Figura 8 mostra o fracionamento mitocondrial nas trés linhagens. A
marcagdo mostrou que tanto a forma total quanto a ativada de ERK sao
encontradas na mitocondria e no citoplasma de células irradiadas e nao
irradiadas, ndo se observando aumento da marcagédo apds UVB. Este resultado
sugere que ndo existe translocacdo de ERK para mitocondria induzida pela
UVB. Nao foi possivel obter a marcacdo de galectina-3 nos melandcitos devido
a problemas no protocolo de fracionamento para esta célula. No caso dos
melanomas, notamos a presenca de galectina-3 na mitocondria. Curiosamente,
a linhagem LOX, que expressa baixos niveis de galectina-3, mostrou marcacao
para galectina-3 apenas no espac¢o mitocondrial. Possivelmente, galectina-3
esta presente em niveis muitos baixos no citoplasma, mas isto indica que Gal-3
nessa linhagem € mais expressa na mitocondria. N&o realizamos ensaios que
concedam uma funcdo especifica a esta galectina-3 mitocondrial, mas a
presenca desta molécula na mitocdndria poderia sugerir uma fungdo protetora
para a célula tumoral (Fukumori et al, 2006). Para completar o painel seria
necessario padronizar o protocolo e realizar um novo ensaio para determinar
onde est4 localizada a galectina-3 nos melandcitos a fim de comparar com 0s

melanomas.
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Melanacitos LOX A2358
C M C M C M
ctr UV ctr UV ctr UV ctr UV ctr UV «ctr UV
ERK - - o
P - “ - “as — 37kDa
BERK | . = (e ams |(sSamess (— 3710
Tubulin -
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Gal-3 . —
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Figura 8 — ERK é localizado nas mitocondrias de células néo irradiadas
(controle) e irradiadas. Como controle do fracionamento foi utilizado: tubulina,
como marcador citoplasmatico e TOM20, como marcador mitocondrial. C:
citoplasma; M: mitocondria.

3.5 O ensaio de siRNA contra galectina-3 mostrou regulacdo da via de
ERK

Baseado nos resultados obtidos anteriormente, mostrando ativacédo de
ERK apo6s UVB e a interacdo de ERK com galectina-3, resolvemos estudar qual

era o efeito da inibicdo de galectina-3 em melandcitos e nos melanomas.

Depois de realizada a inibicdo de galectina-3, as células foram
irradiadas com uma dose proxima a 16mJ/cm? e, 50 minutos apds as amostras
foram processadas e aplicadas em gel SDS-PAGE. A Figura 9 representa a
inibicdo de galectina-3 em LOX. Nesta linhagem a inibicdo de galectina-3
permitiu observar um aumento claro e maior da ativacdo de ERK ap6s a UVB
do que a induzida no ensaio sem o silenciamento de Gal-3. Ainda, apenas a
auséncia de galectina-3 mostrou um pequeno aumento da ativacdo de ERK.

Este resultado demonstra que a inibicdo de galectina-3 regula positivamente a
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ativacdo de ERK nos primeiros minutos apos estimulacdo em células LOX.
Com o objetivo de evidenciar se este efeito era verdadeiro e capaz de modular
downstream a via de ERK, decidimos analisar a ativacdo da quinase S6
ribosomal (RSK). RSK é um dos principais efetores da via de ERK envolvido
em diversos processos como o crescimento celular, sobrevivéncia, motilidade e
proliferacdo (Anjum & Blenis, 2008; Dohen et al, 2009). Observamos um
aumento da ativacdo dessa enzima 50 minutos apos UVB em células LOX.
Estes resultados sugerem que a presenca de Gal-3 induz a inibicdo da
expressdo de ERK em células irradiadas com UVB. Por conseguinte, Gal-3
modula a ativacdo de vias downstream de ERK podendo interferir na resposta

celular apés um estimulo como UVB.

LOX
siRNA
min () NT 10 25 50
PERK [ -—-6‘
gERK | - —
PRSK -
gRSK | = t & B
Gal-3 -
Tubulina | == s v e

Figura 9 — A auséncia de Gal-3 induz maior ativacdo de ERK em celulas
LOX irradiadas com UVB. (-): siRNA negativo. NT: néo irradiado. Min: minutos
apos UVB.

O mesmo ensaio foi realizado em melandécitos e na linhagem A2352
(Figura 10). Nesta ultima n&o foi observada nenhuma alteracéo da ativagédo de
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ERK ap6s a inibicdo de galectina-3. As células A2352 foram menos
responsivas a ativacao das vias apés UVB nas diferentes doses utilizadas. De
alguma forma, células LOX parecem ser reguladas pela acdo de galectina-3,
talvez esse fendbmeno esteja relacionado especificamente com o background
de cada linhagem ou com a localizacdo de Gal-3 em mitocondria. Em
melandcitos, a ativacao de ERK € baixa e ocorre apenas nos primeiros minutos
apos irradiacdo (5 e 10 minutos). O knockdown de galectina-3 ndo mostrou
fosforilacdo de ERK e, ao contrario do observado em LOX, apenas a inibicdo
de galectina-3 parece produzir diminuicdo da ativacdo de ERK. Também
realizamos a marcacao para RSK em melandcitos e ndo observamos ativacao
de RSK apos irradiacdo, sendo este resultado coincidente com a marcacgao de
pERK. Deste modo, a inibicdo de galectina-3 em melandcitos diminui a
ativacdo de ERK e impede a fosforilacdo de RSK apds UVB, enquanto que em
melanomas como LOX, a inibicdo de Gal-3 provoca o aumento da expressao
de ERK. Interessantemente, este resultado sugere que contrariamente aos
melanomas, 0s melandcitos possuem uma regulacdo positiva da via de ERK
em presencia de Gal-3. Portanto, como descrito na literatura, galectina-3 pode
operar de diversas maneiras dependendo do contexto celular (Brown et al,

2012).
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Melandcitos A2352
siRNA siRNA
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Figura 10 - A ativacdo de ERK é diminuida em melandcitos silenciados
contra Gal-3. Western blot mostrando o efeito da inibicdo de galectina-3 em
melandcitos e em A2352.(-): siRNA negativo. NT: ndo irradiado. Min: minutos
apos UVB.

Devido a fato do efeito observado em LOX apds o silenciamento de
Gal-3 nao ter sido evidenciado na linhagem A2352, decidimos realizar novos
ensaios utilizando outras linhagens de melanoma para tentar reproduzir o
fendmeno observado. Desta vez utilizamos a linhagem de melanoma humano
A1317 que, ao contrario de LOX, ndo apresenta a mutagdo V60OE em BRAF,
sendo esta BRAF selvagem. A deteccdo de pERK apos irradiacdo mostrou
marcacao de ERK, mas ndo foram observadas grandes diferengas entre as
amostras. Depois de realizada a inibicdo de galectina-3, a marcacéo para
pPERK aumentou ligeiramente 50 minutos apos de irradiagdo. Ao mesmo tempo,
observamos uma discreta ativacdo de RSK pds-inibicdo de Gal-3 25 e 50
minutos apos irradiacdo (Figura 11). Portanto, a modulacdo de ERK por Gal-3

nao parece ser dependente do estado BRAF.
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Figura 11- A ativag&o da via de ERK em celulas A1317 silenciadas para
Gal-3. (-): siRNA negativo. NT: nao irradiado. Min: minutos apos UVB. A:
ativacdo de ERK sem o efeito do siRNA. B: inibicdo de galectina-3. TPA:
ativador da via de ERK.

3.6 A andlise de crescimento celular em células silenciadas para

galectina-3 revelou uma alteracdo no perfil de crescimento

Apés analisar o envolvimento de galectina-3 na regulacdo da via de
ERK seguida do estimulo de UVB, resolvemos verificar se a diminuicdo nos

niveis de Gal-3 seria desfavoravel ou vantajoso para as células. Para isso,
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realizamos ensaios de proliferacdo apds a inibicdo de galectina-3 por siRNA e

monitoramos o crescimento celular 24 e 48 horas ap0s exposicédo a UVB.

A cinética de proliferacdo em células LOX mostrou claramente que a
inibicdo de galectina-3 induz um aumento evidente na taxa de crescimento
destas células. Ainda, quando as células foram irradiadas com dose baixa de
UVB (9mJ/cm?) observamos diferencas no crescimento entre as células que
expressam Gal-3 e as células silenciadas, sendo estas Ultimas mais
resistentes e proliferativas (Figura 12). Em conjunto, estes resultados sao
consistentes com a modulagdo negativa da via ERK por Gal-3 na linhagem
LOX. A linhagem A1317 ndo mostrou diferencas significativas entre 0os grupos
estudados, de modo que nesta linhagem a inibicdo de Gal-3 ndo alterou a
resposta associada a sobrevivéncia ou morte. Na andlise da linhagem A2352
houve diferengas significativas entre o grupo nao irradiados com siRNA e o
grupo scramble nédo irradiado (negativo) tanto 24 e 48 horas apos irradiacao.
Essas diferengcas mostraram o aumento da proliferagdo nos grupos com
inibicdo para Gal-3, mas curiosamente, 48 horas apoés irradiagdo a auséncia de

Gal-3 reduziu o numero de células viaveis.

Em conjunto, estes dados sugerem que o aumento de células viaveis
em LOX estd associado com o aumento da ativacdo de ERK causados pela
inibicdo de galectina-3. Embora ndo observamos o aclumulo de pERK no
western blot da linhagem A2352, houve aumento da proliferacdo induzida pela
inibicdo de Gal-3. Talvez a ativacdo de ERK n&o foi evidenciada ou esse
evento seja resultado da regulacdo de Gal-3 associada a outras moléculas

nessa linhagem. Quando observamos a cinética de crescimento dos
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melandcitos verificamos diferencas entre 0s grupos controle que expressam
Gal-3 e os grupos silenciados para Gal-3, sendo estas diferencas contrarias as
observadas nos melanomas. Também notamos diferencas significativas entre
0S grupos 48 horas apos irradiacdo, mostrando reducao do crescimento celular
apos inibicdo de Gal-3. A diminuicdo do namero de células viaveis no grupo
silenciado sugere que a presenca de galectina-3 em melandcitos € importante
para o crescimento celular e/ou sobrevivéncia. Apoés irradiacdo so6 foi possivel
observar uma reducéo significativa da viabilidade apos 48 horas. A diminuicéo
de células viaveis induzida pela inibicdo de gal-3 em melandécitos foi
acompanhada de uma pequena reducao da expressao de ERK poucos minutos
apos irradiacdo. Recentemente, foi publicado que em determinados contextos,
ERK atua como supressor tumoral em células normais, agindo como um
indutor de senescéncia através da degradacdo proteica dependente do
proteassomo (Cagnol &Chambard, 2010; Deschénes-Simad et al, 2013). A
pequena diminuicdo da viabilidade observada 48 horas apos UVB sugere
inducdo de morte celular e, ao mesmo tempo, a interrupcdo do crescimento

celular, podendo ser esse um indicador da entrada a senescéncia.
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Figura 12 — Cinética de proliferacdo em melanocitos e melanomas
silenciados para Gal-3. Scramble: controle negativo. siRNA: inibicdo de gal-3.
ANOVA *p<0,01. Baixa dose: 9mJ/cm?.Experimento representativo n=3

3.7 As moléculas de ERK modificaram sua localizacdo ap6és UVB em

células LOX silenciadas para galectina-3

Como discutido anteriormente, Gal-3 interage com ERK e a auséncia
desta lectina provoca o aumento da proliferacdo celular favorecendo a

progressao tumoral em células de melanoma.

E bem descrito na literatura que ERK depende da liberacéo de suas
proteinas de ancoragem citoplasmaticas para poder ser translocado ao nucleo
das células (Plotnikov et al, 2011). Uma hipotese € que em presenca de
galectina-3 no citoplasma, as moléculas de ERK sejam ligadas a Gal-3
evitando assim a completa translocacdo de ERK em resposta a um estimulo

como a luz UVB. Neste modelo, Gal-3 atuaria como uma proteina scaffold
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retendo ERK no citoplasma e impedindo a translocacao nuclear e, portanto,
blogueando a ativacdo de genes especificos e de processos celulares

importantes para a aquisi¢ao do fenotipo tumoral.

Para testar esta hipétese e analisar a distribuicdo de ERK, foi realizado
0 ensaio de imunofluorescéncia em células LOX. Como a ativacdo de ERK foi
mais notavel 50 minutos apés irradiacdo, as imagens foram realizadas apés 15
e 50 minutos. Na Figura 13 mostramos a marcacdo de gERK e pERK em
células LOX controle (controle negativo para siRNA ou scramble) e em células
com silenciadas para Gal-3. A marcacdo de ERK total foi mais citoplasmaética,
tanto no controle negativo como no grupo silenciado para Gal-3. Apés 15
minutos de irradiacdo parece haver uma marcacgéo difusa, entre citoplasma e
nucleo, de gERK nas células siRNA Gal-3. Nas fotomicrografias do grupo
controle marcadas para pERK, pudemos evidenciar a presenca de pERK
citoplasmatico, enquanto que, 15 e 50 minutos apés UVB observamos uma
marcacdo mais difusa no nicleo e no citoplasma. No grupo com Gal-3
silenciada observamos uma marcacao tanto nuclear quanto citoplasmatica e,
15 e 50 minutos apOs irradiacdo, a distribuicdo de pERK € alterada,
encontrando-se bem localizada no nucleo das células. Isso sugere que a
inibicdo de Gal-3 permite o desbloqueio e o recrutamento de ERK para o

ndcleo com o objetivo de desencadear a ativacdo de diversos processos

celulares como a proliferagéo celular, fendmeno previamente observado.
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Figura 13 — A expressao nuclear de pERK & mais notavel apés irradiacéo
em células silenciadas para Gal-3.Tempo: 15 e 50 minutos apos irradiacéo.
Aumento: 400x.
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3.8 Andlises de proliferacdo e imunofluorescéncia na linhagem SK-MEL-
37 mostraram um perfil de resposta parecido ao observado em células

LOX

Uma vez observado o envolvimento de galectina-3 na regulacdo de
ERK em células LOX (melanoma metastatico BRAF V600E) irradiadas com
UVB, avaliamos se esse fendmeno poderia ser reproduzido em outras
linhagens como SK-MEL-37, com silenciamento do gene de galectina-3
utilizando-se lentivirus com a sequencia sh scramble (sk-mel-37shSCR) ou sh

contra Gal-3 (SK-MEL-37shGal-3).

Para tal finalidade foram realizados ensaios de proliferacdo e de
imunofluorescéncia como descrito anteriormente. A Figura 14 mostra a cinética
de proliferacdo desta linhagem apds UVB. Nas 24 horas apés irradiacao, néo
se observaram diferencas entre 0s grupos, mas houve um pequeno aumento
do crescimento entre o controle negativo (NT.SCR) e o controle silenciado
(NT.shGal-3). ApoOs 48 horas, verificamos aumento estatisticamente
significativo na proliferacdo celular tanto no controle como no grupo irradiado,
mostrando que a auséncia de Gal-3 contribui no crescimento celular. Este
resultado coincide com o apresentado para LOX e indica que a inibicdo de
galectina-3 em determinados melanomas induz aumento da capacidade

proliferativa e favorece a sobrevivéncia ap6s um agravo gerado por luz UVB.
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Figura 14 — O auséncia de Gal-3 também aumenta a proliferacdo de
células SK-MEL-37. Ensaio de proliferacdo da linhagem SK-MEL-37 24 e 48
horas UVB. ANOVA * p<0,05. Baixa dose: 9mJ/cm?.

Outro ensaio realizado foi a detec¢cdo de ERK por imunofluorescéncia.
Nas imagens (3D) da Figura 15 podemos observar que ERK se encontra
localizado principalmente no citoplasma e na regido perinuclear nas células
controle. Curiosamente, no grupo controle SK-MEL-37shSCR, a marcacao de
pPERK foi observada no citoplasma, mas foi mais concentrada no ndcleo das
células. Nao notamos diferencas claras sobre a localizacdo de ERK entre o
grupo silenciado para galectina-3 e o grupo controle. Porém, as células SK-
MEL-37shGal-3 irradiadas, 50 minutos apos o estimulo de UVB, apresentaram
marcacdo de gERK no citoplasma, enquanto que a localizacdo de pERK apds
UVB foi evidenciada no nucleo das células e, em menor quantidade, no

citoplasma espalhado nas bordas das células.

A partir das imagens obtidas avaliamos a colocalizacdo entre ERK e
galectina-3 nas células SK-MEL-37shSCR. Nesta linhagem, contrariamente a
LOX e outros tipos celulares estudados, galectina-3 é encontrada sobretudo no

nacleo das células (Figura 16). Ainda localizada no nucleo, Gal-3 colocalizou
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com pERK o que indica, como evidenciado em outras linhagens, que estas
moléculas estdo préximas e talvez interagindo no nucleo destas células. A
presenca de ERK no nucleo é curiosa dado que, de modo geral, ERK é
localizado no citoplasma das células em repouso. Em relacéo a este evento foi
descrito que MEK (uma MAPKK) é um regulador da localizacdo de ERK e a
perda de interacdo entre ERK/MEK causa o acumulo de ERK no nucleo das
células (Wang et al, 2010). Ainda mais, a presenca de ERK no nudcleo de
células pode ser causada pela deficiéncia de proteinas de unido a ERK no
citoplasma (Burack & Shaw,2004). Portanto, isso pode indicar alguma
deficiéncia dessas proteinas associadas a translocacdo de ERK em células SK-
MEL-37 ou ainda pode haver alguma relacdo com a localizacdo de Gal-3 no

nacleo e a unido a esta proteina.
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Figura 15 — Distribuicdo de ERK em células SK-MEL-37 apés irradiacéo.
Representacdo em 3D das imagens de imunofluorescénga. Azul: DAPI.
Vermelho: gERK e pERK. UVB: ap6s 50 minutos de irradiagdo. Aumento:
400X.
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O experimento de imunofluorescéncia foi realizado em paralelo com o
ensaio de proliferacdo que sugere que, ainda no ndcleo, Gal-3 parece interferir
na regulacédo da proliferacdo. Nessa linhagem, contudo, nao foram realizados
ensaios de western blot, que serdo realizados para poder verificar se o0
aumento observado no numero de células viaveis é dependente da ativacao de
ERK. O efeito observado no ensaio de proliferacdo foi 0 mesmo que em LOX,
mas talvez o mecanismo utilizado para desencadear tal funcéo dependa de um
grupo diferente de moléculas ou de cenarios distintos. Para aprofundar e
compreender sobre qual € o mecanismo pelo que Gal-3 e ERK agem sé&o
necessarios novos ensaios que visem determinar se de fato ha translocacéo de
ERK para o nucleo apos inibicdo de Gal-3. Também é preciso estudar outros
alvos de ERK para verificar quais sdo as moléculas envolvidas tentando
comparar melanomas e melandécitos. Em adicdo, seria interessante testar os
efeitos achados em LOX e SK-MEL-37 (BRAF V600E) em melanomas BRAF
selvagens para verificar se os fendmenos analisados sdo BRAF V600E

dependentes.

123



RESULTADOS E DISCUSSAO

A & sk37scr.perk.gal 1 2x - AIM

Intensity ChS1-T2
250

200

150

100

200 250

100 150
Intensity Ch3-T3

- I I I !

o 50 100 150 200 20
Absolute Frequency
Image | Number Pixels| Area Relative Area| Mean Intensity| Mean Intensity| Standard Deviation | Standard Deviation| Overlap | Correlation| Comrelation
Region| [umoxpm] | [ %] | Ch3-T3 Ch&1-T2 | Ch3-T3 Ch51-T2 Coefficient| R RxR
T | 10179 | 49144 906 | 59 | 0 | 54 | 47 | 08 076§ 058
B 5733 | 276.79 898 | 80 | 4 | 53 | 65 [ 08 | o087 || 075
3 12125 585.39 96.7 | 90 | 49 55 54 | 09 0.80 063
4 7380 | 35630 586 | 87 [ 44 I 63 | 58 08 | 08 || o070
5 10641 | 51374 937 | 73 | 39 | 46 | 45 | 09 | 075 | 056
3 9568 461.94 100.0 | 69 | 42 a1 | 41 0.8 0.65 042
7 11108 | 53629 | 994 76 | a1 | 54 | 45 | 08 | o072 [§ o051
8 | 238738 | 11526.21 89.0 | 44 18 38 | Ell | 08 | 077 |§ 0B0

Ready, 512 x 512, 3 channels , 8 bt

pERK.SKMEL-37

Figura 16 — Colocalizacdo nuclear entre Gal-3 e ERK em SK-MEL-37. A:
analise de colocalizagdo. No quadro verde mostram-se o0s valores da
correlagdo (R). Cada numero da tabela corresponde a uma célula numerada na
imagem. O ultimo valor corresponde a analise de correlacdo da imagem inteira.
B: imagem original, 400X. Verde: Gal-3. Azul: DAPI. Vermelho: pERK.
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SUMARIO

Proliferacéo
Sobrevivéncia
Morte celular

Célulanaoirradiada Célula irradiada

Figura 17 — Representacdo esquematica da funcdo de ERK e Gal-3 em
melanomas. A presenca de Gal-3 no citoplasma pode impedir a translocacao
de ERK ao nucleo ap6s um estimulo como UVB. Através da ativacdo de RSK e
outras moléculas, ainda nédo identificadas (circulos com interrogacdo), estas
quinases modulam a regulacéo génica e o0s processos celulares. A localizac&o
mitocondrial ndo € modificada ap6s estimulacdo com UVB, mas pode cumprir
alguma funcgao relacionada com o metabolismo celular ou com processos de
morte/sobrevivéncia. Gal-3 também encontra-se na mitocondria, onde estas
moléculas podem interagir desempenhando diferentes funcbes. Em
melandcitos, em oposicdo aos melanomas, o recrutamento de ERK para o
nucleo parece mediar diferentes eventos antiproliferativos como morte celular
ou senescéncia.
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CONCLUSAO

A luz UVB induz a ativacdo de vias MAPK, inclusive de vias ativadas
principalmente por mitégenos, como a via de ERK. A presenca de galectina-3
apresenta uma funcao dual, induzindo uma resposta diferencial em melanomas
e melandcitos. Em melandcitos, a presenca de Gal-3 parece favorecer a
sobrevivéncia apds um estimulo de estresse como a luz UVB, enquanto em
melanomas Gal-3 parece estar implicada em diferentes eventos dependendo
do background celular. Assim, a inibicdo de Gal-3 regula a ativacdo de ERK,
induzindo o acumulo dessa molécula ativada e desencadeando respostas ERK
dependentes capazes de controlar vias relacionadas com proliferacéo,

necessaria para o desenvolvimento e a progressao tumoral.

Por outro lado, a relacéo entre Gal-3 e ERK em melanomas mostra que
a expressao de Gal-3 pode bloquear ou diminuir a resposta a sinais de
estresse como UVB, seja impedindo a translocacédo de ERK para o nucleo, seja

através de mecanismos ainda nao esclarecidos.
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CONCLUSAO GERAL

CONCLUSAO GERAL

Considerando os dados de ambos os capitulos € possivel assinalar um
possivel papel para galectina-3 na resposta celular a irradiacdo UVB em
melandcitos e melanomas. A presenca desta molécula nesses tipos celulares
possui papéis contrastantes, demonstrando a importancia desta molécula
dependendo do fendtipo celular. O silenciamento de galectina-3 leva ao
aumento da morte celular em melandcitos apés UVB, tanto em linhagens
murinas como em humanas. O aumento da proliferacdo celular em melanomas
humanos silenciados para galectina-3 mostrou que esse efeito esta relacionado
com a regulacdo de ERK. No entanto, em linhagens murinas que n&o
expressam galectina-3, parece existir uma regulacdo da sobrevivéncia
associada a JNK, outra MAPK. Isso comprova que galectina-3 pode apresentar
multiplas funcbes e interagir com diferentes moléculas, regulando diversos
processos celulares. Estes resultados podem, em parte, modificar a nog¢ao de
gue galectina-3 intracelular favorece a sobrevivéncia celular, uma hip6tese que

tem sido proposta em diferentes contextos.
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