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RESUMO 

 

Laurentino TS. Análise do papel funcional de LOXL3 em glioblastoma [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

Os astrocitomas, são tumores que se originam das células astrocíticas do sistema nervoso 

central. Os astrocitomas foram classificados pela Organização Mundial da Saúde com base na 

malignidade, considerando características histológicas. Recentemente, essa classificação foi 

incluiu características moleculares, como mutações e outras alterações cromossômicas. O 

glioblastoma (GBM), categorizado como grau 4 entre os astrocitomas difusos e caracterizado 

por IDH selvagem, é o glioma mais prevalente e apresenta o prognóstico mais desfavorável. 

Com o intuito compreender os processos de gliomagênese, nosso laboratório realizou uma 

comparação dos genes mais expressos no GBM em relação ao astrocitoma grau 1, visando 

potenciais alvos terapêuticos. O gene responsável pela codificação da enzima lisil oxidase 

(LOX) foi identificado com uma expressão elevada no GBM. Esta enzima faz parte de uma 

família composta por cinco membros - LOX, LOXL1, LOXL2, LOXL3 e LOXL4 - 

desempenhando um papel crucial na catalisação das ligações cruzadas do colágeno e da 

elastina. Sua atuação é essencial para conferir rigidez à matriz extracelular (MEC). Neste 

presente estudo, foram realizadas análises para compreender melhor o papel de LOXL3 em 

astrocitomas. Análises in silico mostraram que LOXL3 é altamente expresso em GBM, com 

maior expressão no subtipo molecular de pior prognóstico, o mesenquimal. Além disso, a 

expressão de LOXL3 influenciou no prognóstico dos pacientes com GBM. Pacientes com 

maior expressão de LOXL3 apresentaram menor sobrevida do que àqueles com menor 

expressão do gene. O silenciamento transitório de LOXL3 na linhagem celular de GBM 

humano U87MG levou a uma diminuição da proliferação, adesão e invasão celular, e um 

aumento de apoptose e da superfície celular. Análises de transcriptoma mostraram um 

aumento da expressão de genes que codificam proteínas relacionadas a MEC, adesão celular, 

e componentes do citoesqueleto. Análises in sílico no banco de dados do TCGA mostraram 

correlação dos níveis de expressão de LOXL3 e de genes que codificam tubulinas no subtipo 

mesenquimal. A expressão dos genes da família LOX aumenta de acordo com malignidade 

dos astrocitomas. Com base na influência de LOXL3 na estabilidade da MEC, foram 

realizadas análises in silico em banco de dados públicos para avaliar a correlação dos genes da 

família LOX e os que codificam componentes da MEC nos astrocitomas diferentes graus de 

malignidade e com e sem mutação de IDH. Foi observado um aumento progressivo na 

expressão dos cinco membros da família LOX conforme o aumenta o grau de malignidade. Os 

níveis de expressão de LOX, LOXL1 e LOXL3 correlacionaram-se positivamente com os de 

genes do matrissoma. Foram observadas correlações específicas, como LOXL1 em gliomas de 

baixo grau (LGG) com mutação no IDH (IDHmut), LOXL3 em LGG com tipo selvagem de 

IDH (IDHwt) e forte correlação de LOX em GBM. Essas associações podem explicar o 

aumento na rigidez da MEC e na agressividade tumoral de LGG-IDHmut para LGG-IDHwt até 

GBM. Além disso, a expressão do fator de transcrição sensível à mecanotransdução, β-

catenina, aumentou com o grau de malignidade e correlacionou-se com LOXL1 e LOXL3, 

sugerindo seu envolvimento na via de sinalização. Para dar continuidade a análises do papel 



 

funcional de LOXL3 em GBMs, foi realizado um nocaute gênico através do sistema de 

CRISPR-Cas9 nas linhagens celulares de GBM humano, U87MG e U251. A análise do 

transcriptoma mostrou uma diminuição de expressão de genes relacionados à acetilação da 

tubulina nas células U87MG, confirmada por Western blot, corroborando com as correlações 

observadas anteriormente em análises in silico. Além disso, observou-se uma redução de 

expressão de genes ligados ao ciclo celular em ambas as linhagens celulares. Também foram 

observados através de ensaios funcionais atraso na progressão do ciclo celular e alterações 

marcantes no fuso mitótico durante as fases de metáfase-anáfase. A análise da morfologia 

nuclear indicou alterações associadas à catástrofe mitótica em células U87MG e à senescência 

em células U251. Corroborando com dados obtidos anteriormente, observou-se uma 

diminuição nos processos de adesão e migração celular nas células nocauteados para LOXL3. 

A análise do banco de dados do TCGA revelou uma correlação entre a expressão do LOXL3 e 

genes relacionados ao ciclo celular, morte celular e senescência em casos GBM com TP53 

mutado. Além disto, observou-se que a coexpressão de LOXL3 e CCNE1 impactou a 

sobrevivência de pacientes com GBM com mutação no TP53, sugerindo um potencial alvo 

terapêutico combinado para casos de GBM com essa mutação. Esses dados corroboram para 

descrever o papel funcional de LOXL3 em GBM envolvendo a organização do citoesqueleto, 

principalmente relacionado a tubulina e microtúbulos. Ainda, LOXL3 está relacionado a 

processos como invasão tumoral e rigidez da MEC. Esses resultados sugerem a relevância de 

LOXL3 nos astrocitomas, reforçando que pode ser um potencial alvo terapêutico. 

Palavras-chave: Glioblastoma. Astrocitoma. Lisil oxidase tipo 3. Proliferação celular. Morte 

celular. Ciclo celular. Senescência. Matriz extracelular. Tubulina. Microtúbulo 



 

ABSTRACT 

Laurentino TS. The functional role of LOXL3 in glioblastoma [thesis]. São Paulo: “Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

 

Astrocytomas are tumors originating from the astrocytic cells of the central nervous system. 

The World Health Organization has classified astrocytomas based on malignancy, considering 

histological characteristics. Recently, this classification has incorporated molecular features 

such as mutations and chromosomal alterations. Glioblastoma (GBM), categorized as grade 4 

among diffuse astrocytomas and characterized by wild-type IDH, is the most prevalent glioma 

with the poorest prognosis. In order to understand gliomagenesis processes, our laboratory 

compared the most expressed genes in GBM to grade 1 astrocytoma, aiming to identify 

potential therapeutic targets. The gene encoding the lysyl oxidase enzyme (LOX) was 

identified with elevated expression in GBM. This enzyme, part of a family of five members—

LOX, LOXL1, LOXL2, LOXL3, and LOXL4—plays a crucial role in catalyzing collagen and 

elastin cross-linking, essential for conferring stiffness to the extracellular matrix (ECM). In 

this study, analyses were conducted to better understand the role of LOXL3 in astrocytomas. 

In silico analyses showed that LOXL3 is highly expressed in GBM, with higher expression in 

the mesenchymal molecular subtype associated with worse prognosis. Furthermore, LOXL3 

expression influenced the prognosis of GBM patients, with higher LOXL3 expression 

correlating with reduced survival. Transient silencing of LOXL3 in the human GBM cell line 

U87MG resulted in decreased cell proliferation, adhesion, and invasion, increased apoptosis, 

and altered cell surface characteristics. Transcriptome analyses revealed increased expression 

of genes encoding ECM-related proteins, cell adhesion, and cytoskeletal components. In silico 

analyses using TCGA database showed a correlation between LOXL3 expression and tubulin-

encoding genes in the mesenchymal subtype. The expression of LOX family genes increased 

with astrocytoma malignancy. Based on LOXL3's influence on ECM stability, in silico 

analyses were performed on public databases to assess the correlation between LOX family 

genes and those encoding ECM components in astrocytomas of different malignancy grades 

and with or without IDH mutation. A progressive increase in the expression of all five LOX 

family members was observed with increasing malignancy grade. LOX, LOXL1, and LOXL3 

expression positively correlated with matrisome genes. Specific correlations were noted, such 

as LOXL1 in low-grade gliomas (LGG) with IDH mutation (IDHmut), LOXL3 in LGG with 

wild-type IDH (IDHwt), and a strong correlation of LOX in GBM. These associations may 

explain the increased ECM stiffness and tumor aggressiveness from LGG-IDHmut to LGG-

IDHwt to GBM. Additionally, the expression of the mechanotransduction-sensitive 

transcription factor β-catenin increased with malignancy grade and correlated with LOXL1 

and LOXL3, suggesting its involvement in signaling pathways. To further analyze the 

functional role of LOXL3 in GBMs, CRISPR-Cas9 gene knockout was performed in the 

human GBM cell lines U87MG and U251. Transcriptome analysis revealed a decrease in 

tubulin acetylation-related gene expression in U87MG cells, confirmed by Western blot, 

supporting previous in silico correlations. Moreover, a reduction in the expression of cell 

cycle-related genes was observed in both cell lines. Functional assays demonstrated delayed 



 

cell cycle progression and significant alterations in the mitotic spindle during metaphase-

anaphase phases. Nuclear morphology analysis indicated changes associated with mitotic 

catastrophe in U87MG cells and senescence in U251 cells. Consistent with previous data, 

knockdown of LOXL3 resulted in decreased cell adhesion and migration processes. TCGA 

database analysis revealed a correlation between LOXL3 expression and genes related to cell 

cycle, cell death, and senescence in GBM cases with mutated TP53. Furthermore, 

coexpression of LOXL3 and CCNE1 impacted the survival of GBM patients with TP53 

mutation, suggesting a potential combined therapeutic target for such cases. These findings 

contribute to describing the functional role of LOXL3 in GBM, involving cytoskeleton 

organization, particularly related to tubulin and microtubules. Additionally, LOXL3 is 

associated with processes such as tumor invasion and ECM stiffness. These results suggest the 

relevance of LOXL3 in astrocytomas, emphasizing its potential as a therapeutic target. 

Keywords: Glioblastoma. Astrocytoma. Lysyl oxidase like 3. Cell proliferation. Cell death. 

Cell cycle. Senescence. Extracellular matrix. Tubulin. Microtubule. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1. LOXL3 

Lisil oxidase 3 (LOXL3) é uma amino oxidase que pertence a uma família 

denominada lisil oxidase (LOX), composta por cinco membros, LOX, LOXL1, LOXL2, 

LOXL3 e LOXL4. A família LOX é responsável pela catalização das ligações cruzadas no 

colágeno e na elastina, contribuindo para a rigidez da matriz extracelular (MEC). Os membros 

da família LOX apresentam similaridades na porção C-terminal, bem como domínios 

semelhantes aos receptores de citocinas (CRL), os domínios conservados de ligação ao cobre 

e o cofator lisil-tirosil-quinona (LTQ) são elementos fundamentais para a conformação da 

proteína e para a atividade catalítica necessária. (1). No entanto, a região N-terminal é 

variável nessas proteínas; LOX e LOXL1 possuem sequências dos seus pró-peptídeos, 

enquanto que, LOXL2, LOXL3 e LOXL4 abriga quatro domínios conhecidos como SRCR 

(receptores scavenger ricos em cisteína). Com base nessas semelhanças estruturais de 

domínios, a família se divide em dois grupos: uma subfamília composta por LOX e LOXL1, e 

outra por LOXL2, LOXL3 e LOXL4 (2).  

LOXL3 está localizado no cromossomo 2p13.3, apresentando 23.462 nucleotídeos e 14 

exons (Figura 1a) (3). Codifica uma proteína de 753 aminoácidos com peso molecular de 80,3 

kDa. A porção N-terminal de LOXL3, abrangendo os exons 2 a 9, inclui quatro domínios 

SRCR e um sítio potencial de clivagem para o peptídeo sinal extracelular (4). Com base em 

sua estrutura predita, é possível que LOXL3 seja secretado e processado no espaço 

extracelular pela proteína óssea morfogenética 1 (BMP-1). (Figura 1b) (3). LOXL3 já foi 

descrito desempenhando um papel no espaço extracelular em fibrosarcoma, em 

cardiomiócitos, na reticulação do colágeno e na junção miotendínea na oxidação da 

fibronectina na matriz extracelular (3, 5). No citoplasma, a LOXL3 foi observada na região 

perinuclear em células HeLa com superexpressão da LOXL3, bem como em células de 

melanoma. (6, 7). Adicionalmente, LOXL3 também pode ser translocado para o núcleo, 

devido à presença de sinal de localização nuclear na região N-terminal LOXL3 foi descrito no 

núcleo em células HeLa e em células de baço de ratos (8). A localização citoplasmática e 

nuclear concomitante foi descrita em câncer gástrico (9). A localização nuclear de LOXL3 foi 

confirmada pela demonstração de sua interação com a telomerase transcriptase reversa 

humana (hTERT) (10). 
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Figura 1. Sequências de RNAs mensageiros e proteínas de LOXL3 e variantes. (a) Esquemas da estrutura exon-

intron dos transcritas de LOXL3 humano, com exons representados por caixas e introns por linhas. O principal 

transcrito de LOXL3 apresenta 14 exons, (região 5’- caixa cinza) e (3’ região não codificada - caixa azul claro). 

O transcrito LOXL3-sv1 não possui os exons 1, 2, 3 e 5 (regiões não codificada - caixas cinza escuro). O 

transcrito LOXL3-sv2 diverge do transcrito principal pela ausência dos exons 4 e 5. As cores laranja e azul 

representam os exons que codificam as regiões N-terminal e C-terminal, respectivamente, e a cor amarela a 

região que codifica a sequência peptídeo sinal. Os pontos verdes indicam a localização do codon inicial de 

tradução. (b) Esquemas das estruturas variantes da proteína LOXL3, com domínios de peptídeos sinais, 

receptores scavenger ricos em cisteína (SRCR) na região N-terminal, e domínio catalítico (azul) na região C-

terminal. Diamantes vermelhos sinalizam os locais putativos de O-glicosilação; setas vermelhas representam o 

sinal de localização nuclear. Todas as variantes proteicas compartilham um domínio catalítico comum, que 

engloba a região de ligação ao cobre, o resíduo lisil-tirosil-quinona (LTQ) e o domínio semelhante ao receptor 

de citocinas (CRL). Figura utilizada com permissão (11). 

 

1.2. Astrocitomas 

Os gliomas são tumores originados da glia, e representam 26,3% de todos os tumores. 

Dentre eles, os tumores astrocíticos, incluindo glioblastoma (GBM), representam 78,5% de 

todos os gliomas (12). 

Os astrocitomas seguem a classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) 

quanto ao grau de malignidade, determinado pela presença de indicadores de neoplasias atipia 

celular, proliferação endotelial, atividade mitótica e necrose (13). As mutações nos genes que 

codificam a isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1/2) são predominantemente identificadas em 

astrocitomas de baixo grau, abrangendo cerca de 70% a 80% dos casos, e também em 

glioblastomas (GBM) secundários, que eventualmente se desenvolvem a partir de 

astrocitomas de menor grau, representando aproximadamente 5% dos casos.(14, 15). Em 
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glioblastoma (GBM) primário, as mutações recorrentes em IDH1/2 são menos comuns, 

ocorrendo em apenas 2,5% dos casos (16). Recentemente, os gliomas astrocíticos difusos 

adultos foram reclassificados de acordo com a presença da mutação de IDH1/2, sendo 

divididos segundo a presença ou não da mutação (Tabela 1). Os astrocitomas difusos com 

IDH mutante são considerados de apenas um único grupo, astrocitoma IDH-mutado, e estes, 

divididos em graus 2, 3 ou 4, segundo a OMS. O astrocitoma grau 4 IDH-mutado é definido 

pela presença de uma deleção em homozigoze de CDKN2A/B mesmo na ausência de 

indicativos histológicos, ou seja, parâmetros moleculares podem muitas vezes ser decisivos na 

classificação do tumor. Já para os astrocitomas difusos grau 4, IDH-selvagem, ou GBM, o 

critério para classificação molecular é a presença de uma ou mais alterações genéticas 

(mutação na região promotora de TERT, amplificação do gene do receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGFR) e alterações nos cromossomos 7 e 10), além de apresentar 

pelo menos um característica histológica (proliferação microvascular e/ou necrose) (17). Isso 

permite que tumores com IDH-selvagem sejam classificados como tumores de grau 4, mesmo 

em casos que, de outra forma, pareçam histologicamente de grau menor (17). As mutações 

nos genes IDH1/2 estão correlacionadas a um prognóstico mais favorável para os pacientes, 

além de conferirem uma maior sensibilidade ao tratamento com temozolomida (TMZ) (18), 

quimioterápico padrão no tratamento de gliomas (19).  

 

Tabela 1. Classificação e principais características dos astrocitomas difusos adultos  

Nome IDH Grau OMS Genes com alterações 

Astrocitoma, 

IDH mutado 
Mutado 

2 Mutação de IDH1 ou IDH2  

3 Mutação de IDH1 ou IDH2 

4 Mutação IDH1 ou IDH2, deleção CDKN2A/B 

Astrocitoma, 

IDH selvagem  
Selvagem 4 

Mutação do promotor TERT, amplificação de 

EGFR, alterações do número de cópias 

(cromossomos +7/-10) 
IDH: isocitrato desidrogenase; OMS: Organização Mundial de Saúde; IDH1: gene da isocitrato desidrogenase 1, IDH2: gene 

da isocitrato desidrogenase 2, CDKN2A/B: gene do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A/B; TERT: gene da 

transcriptase reversa da telomearase; EGFR: gene do receptor do fator de crescimento epidermal 

 

1.3. Glioblastomas (grau 4) 

Os GBMs são os tumores mais frequentes do tumores malignos cerebrais e do sistema 

nervoso central (SNC) (ocupando 14.2% de todos tumores, e 50.9% de todos os tumores 

malignos) e são mais comuns dentre os tumores malignos (49,1%) (20). Adicionalmente à 
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classificação dada pela OMS, o programa Atlas do Genoma do Câncer (TCGA) descreveu 

alterações genômicas recorrentes em GBM e propôs uma classificação em subtipos 

moleculares: clássico, mesenquimal, proneural (21, 22) (Tabela 2).  

Tabela 2. Classificação do subtipo molecular dos GBM  

Subtipos Sobrevida (meses) Características genéticas  

Proneural 13-17 Amplificação de PDGFRA, mutação de IDH1 e TP53  

Clássico 9-14 Amplificação de EGFR, EGFRvIII, mutação de PTEN 
 

Mesenquimal 8-11 Deleção de NF1 e RB1 
 

EGFR: gene do receptor do fator de crescimento epidermal, EGFRvIII: variante vIII de EGFR, PTEN: gene da fosfatase 

homóloga a tensina, PDGFRA: gene do receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas, IDH1: gene da isocitrato 

desidrogenase 1, TP53: gene de p53, NF1: gene da neurofibromina, RB1: gene do correpressor transcricional RB1 

O subtipo clássico foi caracterizado principalmente pela amplificação e mutações de 

EGFR, mutações de PTEN e a presença da variante EGFRvIII. Já o subtipo mesenquimal 

apresenta majoritariamente mutações nos genes NF1 e RB1. Já o subtipo proneural é 

caracterizado principalmente por uma amplificação focal na região do locus 4q12, onde se 

encontra o PDGFRA, acompanhada por uma expressão elevada do gene (21). O prognóstico 

varia conforme o subtipo molecular, destacando-se o subtipo proneural, que exibe uma 

sobrevida média mais prolongada (Tabela 2) (22, 23). 

1.4. LOXL3 e astrocitomas 

Os membros da família lisil oxidase têm sido objeto de estudo como potenciais alvos 

terapêuticos para diversas doenças, incluindo fibrose e tumores (11, 24-27). Em câncer, 

LOXL3 desempenha um papel na transição epitélio-mesênquima (EMT) em vários tipos de 

tumores (28, 29), na tumorigenese e progressão em melanoma (7, 30), invasão tumoral e no 

pior no prognóstico dos pacientes com carcinoma gátrico (9), efusão pleural em câncer de 

mama e ovário (31, 32), e outros tipo de tumores, como neoplasmas mieloproliferativos (33). 

Além disso, a expressão de LOXL3 foi correlacionada com câncer colorretal, com impacto no 

prognóstico do tratamento (34, 35). Em astrocitomas, particularmente, seu papel funcional 

ainda é pouco explorado. Num estudo conduzido por nosso laboratório, com o intuito de 

identificar novos alvos terapêuticos para astrocitomas, investigamos os genes com expressão 

aumentada no glioblastoma (GBM) em comparação com o astrocitoma pilocítico, 

anteriormente classificado como grau 1. Entre os genes mais expressos, notamos que o gene 
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que codifica a enzima LOX estava 11 vezes mais expresso no GBM. (36). Nossas 

investigações revelaram que a hiperexpressão de LOXL3 pode ser um indicador de 

prognóstico desfavorável para pacientes com glioblastoma (GBM), enfatizando seu potencial 

papel crucial no desenvolvimento e progressão desses tumores. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O objetivo deste trabalho foi investigar o papel funcional da enzima LOXL3 em 

astrocitomas, devido à carência de dados na literatura sobre sua função e expressão em 

tumores, especialmente em astrocitomas. 

3 DESENHO EXPERIMENTAL E VISÃO GERAL DOS ARTIGOS 

Foram realizados ensaios in silico e in vitro para analisar o papel funcional de LOXL3 

em astrocitomas. Inicialmente, foi realizado um silenciamento transitório com siRNA na 

linhagem celular U87MG de GBM, seguido da avaliação por ensaios funcionais e 

transcriptoma (publicação 1). Além disso, foi realizada uma avaliação da expressão gênica, 

proteica e in silico dos membros da família LOX e genes relacionados à MEC, em 

astrocitomas de diferentes graus malignidade, com e sem mutação de IDH1/2 (publicação 2). 

Por fim, para dar continuidade às análises do papel de LOXL3 em GBM, foi realizado um 

nocaute gênico de LOXL3 através do sistema CRISPR-Cas9 (publicação 3 submetido). 
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4 Publicação 1 - LOXL3 Silencing Affected Cell Adhesion and Invasion in U87MG 

Glioma Cells 

Objetivo geral: Analisar o papel funcional de LOXL3 através do silenciamento transitório da 

expressão gênica em linhagem celular de GBM humano, U87MG 

 

a) Analisar a expressão in silico de LOXL3 em câncer, principalmente em astrocitomas, 

linhagens celulares, e nos diferentes subtipos moleculares de GBM e avaliar o impacto da 

sobrevida nos pacientes com GBM com hipo e hiperexpressão de LOXL3 

b) Realizar o silenciamento da expressão gênica de LOXL3 por meio de siRNA na linhagem 

celular U87MG e avaliar a eficácia desse procedimento por meio de técnicas como PCR 

em tempo real, Western blot e imunofluorescência 

c) Realizar o sequenciamento do transcriptoma e a análise de enriquecimento dos genes 

diferencialmente expressos nas células silenciadas para LOXL3 em relação ao controle, a 

fim de identificar as vias de sinalização nas quais LOXL3 esteja envolvido; 

d) Avaliar o efeito do silenciamento de LOXL3 na viabilidade, adesão, invasão e morte 

celular.  

e) Avaliar possíveis alterações na morfologia celular nas células silenciadas. 

f) Avaliar se os efeitos do silenciamento são célula-dependente 

g) Analisar, in silico, os genes e proteínas das vias de sinalização associadas ao LOXL3 por 

meio da exploração de bancos públicos de dados de transcriptoma específicos para 

astrocitomas.. 
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Publicação 2  

 

 

 

 

 

 

Correlation of Matrisome-Associatted Gene Expressions 

with LOX Family Members in Astrocytomas Stratified 

by IDH Mutation Status 
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5 Publicação 2 – Correlation of Matrisome-Associatted Gene Expressions with LOX 

Family Members in Astrocytomas Stratified by IDH Mutation Status 

 

Objetivo geral: Analisar os níveis de expressão dos membros da família LOX e genes 

relacionados a MEC em astrocitomas estratificados de acordo com o grau de malignidade e 

status mutacional de IDH.  

Para fins de análises, a casuística foi dividida em gliomas de baixo grau (LGG) que incluiu 

tumores astrocíticos difusos graus 2 e 3, estratificado em IDH mutante e selvagem. E casos de 

GBM com e sem mutação de IDH. 

 

a) Avaliar a expressão dos membros da família LOX nos diferentes graus de 

astrocitomas, estratificados em IDH mutante e selvagem in silico. 

b) Analisar a expressão proteica dos membros da família LOX por imunoistoquímica nos 

diferentes graus de astrocitoma estratificados em IDH mutante e selvagem, e avaliar o 

impacto da expressão na sobrevida livre de doença e total em LGG e GBM, 

respectivamente. 

c) Analisar in silico a expressão dos genes que codificam proteínas da MEC e fatores de 

transcrição mecanosensitivos e correlação com os genes que codificam os membros da 

família LOX. 
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Dysregulation of microtubule dynamics caused by 

LOXL3 knockout triggers mitosis catastrophe and 

senescence in U87MG and U251 cells 
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6 Publicação 3 - Dysregulation of microtubule dynamics caused by LOXL3 knockout 

triggers mitosis catastrophe and senescence in U87MG and U251 cells 

 

Submetido em 06 de dezembro de 2023 

 

Objetivo geral: Detalhar o papel funcional de LOXL3 através do nocaute gênico, via CRIPR-

Cas9, nas linhagens celulares de GBM, U87MG e U251. 

 

a) Realizar o nocaute permanente de LOXL3 via CRISPR-Cas9 

b) Avaliar o efeito do nocaute de LOXL3 na viabilidade e morfologia celular 

c) Realizar o sequenciamento do transcriptoma e a análise de enriquecimento de genes 

diferencialmente expressos nas células com nocaute para LOXL3 em relação ao 

controle, para identificar as vias de sinalização nas quais LOXL3 esteja envolvido; 

d) Avaliar o envolvimento de LOXL3 com a tubulina e com os genes envolvidos com o 

microtúbulo. 

e) Avaliar o efeito do nocaute de LOXL3 no ciclo celular e analisar a expressão dos 

genes envolvidos neste processo. 

f) Avaliar o efeito do nocaute de LOXL3 na morfologia nuclear, morte celular e os genes 

envolvidos nestes processos. 

g) Avaliar o efeito do nocaute de LOXL3 na adesão e migração celular. 

h) Analisar a expressão in silico dos genes encontrados diferencialmente expressos após 

o nocaute de LOXL3 através da análise de dados de transcriptoma de banco público. 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Resumo gráfico 
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Figura suplementar 1 (Fig. S1) 

 

 

 

 

 

 



Discussão                                                                                                                                                               110 
 

7 DISCUSSÃO 

Os astrocitomas são tumores originados de células astrocíticas, e são divididos de 

acordo com seu grau de malignidade e características moleculares. O glioblastoma, é um dos 

tumores astrocítícos com pior prognóstico, e são os tumores malignos cerebrais e do SNC 

mais comuns (12). Estudos anteriores do nosso laboratório mostraram uma alta expressão do 

gene de lisil oxidase (LOX) em glioblastoma em comparação com astrocitoma pilocítico. 

LOXL3 é uma amino oxidase pertencente à família LOX, responsável pela ligação cruzada do 

colágeno e da elastina, resultando em rigidez e estabilidade da MEC. LOXL3 está 

intimamente associada à tumorigênese e à progressão tumoral em vários tipos de câncer. (11).  

Neste estudo, investigamos a expressão dos membros da família lisil oxidase nos 

diferentes graus de astrocitomas, com estratificação molecular de IDH1, através de análises 

em banco de dados público, bem como especificamente, o papel funcional de LOXL3 em 

astrocitomas por meio de ensaios de silenciamento transitório e permanente. 

Na publicação de número 1 do presente trabalho, foi demonstrado que LOXL3 é 

altamente expresso em diversos tipos de tumores, inclusive em astrocitomas de diferentes 

graus de malignidade. Além disso, LOXL3 apresentou maior expressão no subtipo molecular 

mesenquimal de GBM, que apresenta o pior prognóstico. Membros da família LOX tem sido 

correlacionados com a tumorigênese em diferentes tipos de neoplasias (37). LOXL3 tem sido 

descrito hiperexpresso em vários tumores, como gástrico, mama, ovários, carcinomas de 

colorretal (11).  Além disso, a expressão de LOXL3 influenciou no prognóstico dos pacientes 

com GBM. Análises de curva de Kaplan Meier de sobrevida demonstraram que níveis de 

expressão mais baixos de LOXL3 impactam positivamente na sobrevida dos casos com GBM 

em relação aos que apresentaram maiores níveis de expressão do gene.  

Com base nos dados anteriores, foi realizado o silenciamento transitório de LOXL3 

afim de entender o papel funcional de LOXL3 em astrocitomas. A diminuição da expressão de 

LOXL3 reduziu significantemente a viabilidade, além de promover o aumento da morte 

celular com e sem tratamento de TMZ em comparação com o controle. Estudos anteriores em 

outros tumores, também demonstraram resultados semelhantes. A redução da expressão de 

LOXL3 também resultou na diminuição da proliferação celular em melanoma (7, 30). O 

silenciamento de LOXL3 também promoveu um aumento da adesão celular, e uma 

diminuição da invasão celular em célula U87MG. Análises de transcriptoma das células 

silenciadas demonstraram processos relacionados a MEC e adesão regulados positivamente 

nas células silenciadas em relação ao controle, corroborando com resultados observados 
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através de ensaios funcionais. LOXL3 tem sido associado com progressão de tumor e 

metástase através da interação com SNAIL, um fator de transcrição envolvido na transição 

epitélio-mesênquima (29). Enquanto que as vias reguladas negativamente foram relacionadas 

a endossomos/vacúolos e proteínas de ligação a MAPK. 

Análises de imunofluorescência, utilizando faloidina e tubulina como marcadores, 

evidenciaram alterações significativas na morfologia celular. Observou-se um aumento 

substancial da área nas células submetidas ao processo de silenciamento em comparação ao 

grupo controle. A linhagem celular T98G, considerada de menor agressividade em relação a 

U87MG (41), também foi submetida ao silenciamento gênico de LOXL3. Semelhantemente, 

uma alteração morfológica nas células silenciadas, corroborando com o efeito observado na 

linhagem celular U87MG, sugerindo que os dados observados do silenciamento de LOXL3 

não são célula-específica. Microtúbulos atuam na movimentação celular, bem como está 

envolvido em transporte intracelular. Células migratórias, apresentam centro de organização 

dos microtúbulos polarizados, e simétricos (38-40). Interessantemente, análises in sílico de 

expressão dos genes envolvidos com a tubulina em banco de dados públicos do TCGA, 

demonstraram uma correlação positiva com LOXL3 no subtipo mesenquimal, diferente dos 

outros subtipos, sugerindo um possível envolvimento de LOXL3 com citoesqueleto. 

Para aprofundar o entendimento da expressão da família LOX em astrocitomas, foram 

realizadas análises de expressão em diferentes graus de astrocitoma, com estratificação por 

IDH mutante e selvagem, descrito na Publicação 2. Conforme previsto e em concordância 

com dados anteriores, notamos um aumento na expressão dos membros da família LOX nas 

amostras de astrocitoma em comparação com as não neoplásicas. O aumento da expressão 

acompanhou a progressão da malignidade, atingindo seu ponto mais alto em GBM. 

Resultados similares foram observados em outros tumores, onde a expressão da família LOX 

foi associado com progressão tumoral (1, 2, 25, 42-47). Além disso, foram observadas 

expressões diferenciais significativas de LOX, LOXL1 e LOXL3 em ambas as comparações 

LGG-IDH-mut vs LGG-IDH-wt e LGG-IDH-wt vs GBM. Análises proteicas através de 

imuno-histoquímica também apresentaram aumento progressivo da expressão em LGG-IDH-

mutLGG-IDH-wt, GBM-IDH-mut e GBM IDH-wt, corroborando com as análises in silico. 

Estudos anteriores do nosso laboratório demonstraram a correlação da expressão de LOX com 

mutação em IDH1 nos graus 2 ao 4 dos astrocitomas difusos (48). 

Curiosamente, em pacientes com LGG, alta expressão de LOX e LOXL1 

correlacionou-se com um prognóstico desfavorável em termos de sobrevida livre de doença, 

ao contrário dos casos com baixa expressão desses genes. Em GBM, a hipoexpressão de 
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LOXL1 foi associada a uma prolongada sobrevida geral dos pacientes. Semelhantemente, 

estudos anteriores descreveram o envolvimento de LOXL1 na promoção e progressão tumor 

em gliomagenesis (49), bem como em câncer de colorretal (50) e hepático (51). O papel de 

LOX em tumores já é amplamente discutido (52). 

Análises in silico revelaram correlações significativas entre cada membro da família 

LOX, considerando a estratificação do grau de malignidade e o status mutacional de IDH1. 

LOXL1 mostrou correlação com genes em tumores de baixo grau com mutação de IDH1. 

LOXL3 teve correlações mais evidentes em tumores de baixo grau mais agressivos com 

IDHselvagem, enquanto LOX se correlacionou mais fortemente em GBM. Esses resultados 

indicam que a expressão da família LOX pode ser influenciada pelo perfil genético do tumor, 

potencialmente afetando a rigidez da matriz e a progressão tumoral. 

Observando a alta expressão de LOXL3 em GBM e sua possível participação na 

progressão maligna de astrocitomas, foi realizado no estudo 3, um silenciamento permanente 

de LOXL3 usando CRISPR-Cas9 em linhagens de GBM humano, U87MG (TP53-wt) e U251 

(TP53-mut). Interessantemente, observações similares as células silenciadas transitoriamente, 

quanto ao aumento da superfície da área celular, foram encontradas nas células nocauteadas 

para LOXL3 em ambas as linhagens. Além disso, ensaios in vitro com as células nocauteadas 

para LOXL3 apresentaram uma diminuição na viabilidade celular em ambas as linhagens, 

principalmente nos clones com maior eficiência de silenciamento.  

A análise de enriquecimento de genes diferencialmente expressos do RNAseq nas 

células nocauteadas em comparação com os controles revelou uma diminuição da via 

associada à acetilação de tubulina na linhagem U87MG. De fato, uma forte diminuição dos 

níveis de expressão proteica de α-tubulina acetilada nas células nocauteadas para LOXL3 nas 

células U87MG e U251 foram observadas. Acetilação é associada a flexibilidade e 

estabilidade do microtúbulo (53), e pode influenciar na ligação de proteínas denominadas  

proteínas de ligação ao microtúbulo (MAPs) (54). Genes que codificam algumas MAPs como 

MAPT e FRY, foram encontradas reguladas negativamente nas células com nocaute de LOXL3 

na linhagem U87MG, proteínas estas, relacionadas com o aumento da flexibilidade e 

polimerização do microtúbulo (55, 56). Além disso, foi observado um aumento da expressão 

dos genes ATAT1 e HDAC5 linhagem U87MG, enquanto que na U251 foi observado aumento 

de expressão somente de HDAC5. A acetilação na α-tubulina é promovida por pela α-TAT1, 

codificada pelo gene ATAT1, enquanto que a desacetilação é realizada pela HDAC5/6 e 

sirtuína 2 (57). 
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A acetilação dos microtúbulos também pode influenciar na divisão e ciclo celular (58). 

Um atraso no ciclo celular, com um aumento da população nas fases G2/M e G1 das células 

nocauteadas para LOXL3 na linhagem U87MG, e nas fases G2/M e S nas células com nocaute 

de LOXL3 na linhagem U251. Genes associados com a formação do fuso mitótico foram 

observadas reguladas negativamente, como o próprio FRY, relacionado com acetilação em 

microtúbulos no fuso mitótico (56). CDC14B, uma fosfatase, que promove a estabilidade do 

microtúbulo, e progressão no ciclo celular na anáfase (59). Enquanto que na linhagem U251, 

genes que codificam para proteínas do centrossomo, como CEP72 e CEP85, foram 

encontrados com baixa expressão. Amplificação desse genes estão relacionado com acetilação 

do microtúbulo (60). Além disso, o gene que codifica ciclina E  (CCNE1), foi encontrado 

regulado negativamente, podendo explicar a inibição da entrada na fase S (61). Outros genes 

associados a ciclo celular e reparo de DNA também foram observados regulados 

negativamente. O gene MAD1L1, que codifica para MAD1 envolvida no ponto de verificação 

da montagem do fuso mitótico, processo conhecido como SAC (spindle assembly checkpoint)  

foi observado com alta expressão nas células nocauteadas para LOXL3 em ambas as 

linhagens, U87MG e U251 (62). SAC é ativado durante a transição da metáfase para a anáfase 

(63), e a acetilação dos microtúbulos varia ao longo das fases da mitose, sendo evidente na 

metáfase e anáfase (64). Alterações significativas foram observadas quanto a quantidade e 

estrutura da acetilação dos microtúbulos durante essas fases. Além disso, o nocaute de LOXL3 

no clone 1 de U251 resultou em uma mitose multipolar, associada a uma falha ou 

superativação do SAC de maneira independente de p53 (65). Análises de morfologia nuclear 

foram realizados, e um aumento de núcleos caracterizados a mitose catastrófica e senescência 

foram atribuídos a células nocaute de LOXL3 nas linhagens U87MG e U251, respectivamente. 

O silenciamento de LOXL3 resultou em mitoses aberrantes associadas à catástrofe mitótica em 

células de melanoma (7). 

Adicionalmente, um aumento significativo da morte celular na fase inicial com ou sem 

tratamento com TMZ, similarmente ao descrito no artigo 1. Já na linhagem U251, as células 

com nocaute de LOXL3 apresentaram um aumento da morte na fase tardia sem tratamento 

com TMZ. A mitose catastrófica pode levar a células tetraploides, resultando em células com 

parada na fase G1 do ciclo celular, promovendo a morte celular dependente de p53, ou podem 

prosseguir para senescência (66, 67). Curiosamente, efeitos semelhantes são observados no 

uso de terapia com drogas anti-microtúbulos (68, 69). De fato, foi observado um aumento da 

expressão de genes relacionados à morte celular dependente de p53 em células U87MG, 
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enquanto que a U251 apresentou um aumento na expressão de genes relacionados à 

senescência.  

A acetilação de microtúbulos influencia diretamente o aumento da adesão focal e da 

migração celular (70). O nocaute de LOXL3 promoveu uma diminuição da adesão celular 

apenas em células U87MG, principalmente no clone 1. Estes dados são contrários aos 

observados no silenciamento transitório de LOXL3 por siRNA (publicação 1). No entanto, 

resultados obtidos no artigo 2 mostraram forte correlação da expressão de LOXL3 e genes que 

codificam proteínas da MEC. A diferença no efeito da adesão celular causado pelo 

silenciamento transitório e permanente pode ser explicado devido a um efeito compensatório 

da ausência de LOXL3, uma vez que há um aumento substancial da expressão dos genes que 

codificam proteínas relacionadas a MEC e de membros da família LOX nas células 

silenciadas transitoriamente. Nas células com nocaute de LOXL3 não foram observadas 

alterações na expressão de genes dos outros membros da família LOX bem como relacionados 

a MEC.  

Entre os genes analisados, a expressão de LOXL3 correlacionou-se com vários genes 

analisados nos conjuntos de dados TCGA-RNAseq em TP53-mut, TP53-wt e no grupo total. 

Os genes apresentaram uma correlação mais forte com LOXL3 em TP53-mut. A análise de 

Kaplan-Meier mostrou que a regulação negativa e concomitante de LOXL3 e CCNE1 resultou 

em um aumento do tempo de sobrevida dos pacientes em casos com mutação de TP53. Na 

publicação de número 1 foi demonstrado que níveis de expressão menores de LOXL3 levou a 

uma melhoria nas taxas de sobrevida. A maioria dos pacientes com amplificação de CCNE1 

apresentam mutação concomitante em TP53, e esse fenótipo contribui para a resistência à 

quimioterapia. Curiosamente, a amplificação de CCNE1 e a mutação em TP53 apresentaram 

um prognóstico ruim em tumores sólidos. Um ensaio clínico (NCT03253679), na fase 1, 

mostrou que a amplificação de CCNE1 estava associada a mutações frequentes de TP53 e um 

desfecho clínico agressivo. No esboço do desenvolvimento terapêutico para tumores com 

amplificação de CCNE1, a superexpressão de ciclina E devido à amplificação de CCNE1 e 

concomitante mutação em TP53 promove a progressão da fase G1 para a fase S, 

proporcionando possíveis alvos terapêuticos para quimioterapia, terapia direcionada e 

radiação para potencializar a catástrofe mitótica e a apoptose (71). 

 

 



Conclusão                                                                                                                                                              115 
 

 

8 CONCLUSÃO 

 

A família lisil oxidase está fortemente correlacionada com a progressão tumoral em 

astrocitomas e GBM. LOXL1, LOXL3 e LOX demonstraram uma correlação progressiva com 

genes associados à rigidez da matriz, dependendo do grau de malignidade e da estratificação 

de IDH1. A expressão de LOXL1 influenciou o prognóstico em tumores astrocíticos de baixo 

grau e GBM. O silenciamento transitório e permanente de LOXL3, o membro menos estudado 

da família LOX, resultou em diminuição da viabilidade celular e aumento da morte celular, 

independentemente do tratamento com TMZ. Além disso, o silenciamento alterou a 

morfologia celular, aumentando a área da superfície celular. Análises in silico e proteica 

revelaram que o silenciamento provocou mudanças no perfil de acetilação de tubulina, 

levando a uma redução na migração e/ou invasão celular, além de atraso no ciclo celular. 

Além disso, interessantemente, coexpressão de CCNE1 e LOXL3 impactou a sobrevida em 

casos de GBM com TP53 mutado. Esses resultados destacam a necessidade de estudos mais 

aprofundados sobre a família LOX, considerando alterações moleculares, para compreender 

melhor a progressão tumoral e a gliomagênese. Adicionalmente, os resultados do 

silenciamento indicam LOXL3 como um potencial alvo terapêutico, especialmente em 

combinação com ciclina E para casos de GBM com mutação em TP53. 
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