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TAMIRES GERHARDT SOARES
PAPEL DE GALACTANAS SULFATADAS NA INFLAMACAO E MIGRACAO
CELULAR MEDIADA POR LECTINAS
Orientador: Mauro Sérgio Gongalves Pavéo

Resumo da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovagdo do RCS trabalho de concluséo de curso.

Desde a descoberta do cancer, muitos estudos vém sendo desenvolvidos a fim de
identificar as moléculas envolvidas na progressao da doenga e aumentar a sobrevida dos
pacientes. Entre as moléculas que participam do desenvolvimento tumoral se encontram
as lectinas que sdo proteinas com capacidade de se ligar a carboidratos ou moléculas
que contenham aglcar em sua estrutura. As galectinas sdo lectinas que se ligam a
residuos B-galactosidicos em carboidratos e possuem diversas fungdes no organismo. A
galectina-3 (Gal-3) € uma lectina e apresenta capacidade regulatéria em diversas vias
metabolicas e de sinalizacdo associadas a transformacdo maligna, crescimento tumoral,
proliferacdo, invasdo e angiogénese. As selectinas, outra familia de lectinas, sdo
encontradas na membrana de leucdcitos, plaquetas e células endoteliais e sdo capazes de
se ligar a glicoconjugados especificos presentes na superficie das células alvo e tem
atividade, por exemplo, de promover a adesdo dos leucdcitos no endotélio ativado
durante a inflamagdo levando a desaceleracdo e rolamento de leucécitos no endotélio
vascular, permitindo assim sua chegada ao sitio inflamatorio. Polissacarideos
sulfatados, como a heparina, tém sido utilizados como farmacos devido a sua
capacidade de prevenir a metastase, trombose e inflamacgédo associada ao cancer. Nosso
objetivo nesse trabalho é avaliar se duas galactanas sulfatadas isoladas de invertebrados
marinhos sdo capazes de inibir in vitro a migracdo celular promovida por Gal-3
extracelular, em um sistema de transwell, utilizando a célula de cancer de mama MDA-
MB-231 e investigar, in vivo, os efeitos destes polissacarideos na inflamacdo aguda em
um modelo dependente de P-selectina. Para isso utilizamos galactanas extraidas de
6vulos do ourigo-do-mar Echinometra lucunter e da tanica da ascidia Styela plicata.
Estas amostras sdo extraidas por degradacdo proteica com posterior purificacdo em
cromatografia de troca idnica e exclusdo de tamanho. No ensaio de migracdo em
transwell as células foram tratadas com Gal-3 e com os polissacarideos, sendo realizada
a andlise da atividade inibitdria das galactanas sulfatadas. In vivo, a peritonite aguda foi
provocada por injecdo intraperitoneal de tioglicolato em camundongos C57/BL6 apds
um tratamento intravenoso com a galactana sulfatada do E. lucunter, e realizamos uma
contagem dos leucdcitos polimorfonucleares que migraram para o local da inflamacéo.
Com este projeto, esperamos contribuir na identificagdo de novos compostos que
possam ajudar no tratamento de pacientes com cancer.

Palavras chave: Cancer, migragéo, lectinas, polissacarideos, inflamacao
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ABSTRACT
TAMIRES GERHARDT SOARES

ROLE OF SULFATED GALACTANS IN INFLAMMATION AND CELL
MIGRATION MEDIATED BY LECTINS

Orientador: Mauro Sérgio Gongalves Pavao

Abstract da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo do RCS trabalho de concluséo de curso.

Since discovery of cancer, many studies on how they have developed na end to
identify as molecules involved in the
progressively disease and increase patient survival. Among the molecules involved in
tumor development are lectins, proteins that bind to carbohydrates or molecules that
contain sugar in their structure. Galectins are lectins that bind to p-galactoside residues
in carbohydrates. Galectin-3 (Gal-3) has regulatory capacity in several metabolic and
signaling pathways associated with malignant transformation, tumor growth,
proliferation, invasion and angiogenesis. The selectins, another family of lectins, are
found in the membrane of leukocytes, platelets and endothelial cells. They bind to
specific glycoconjugates present on the surface of the target cells and have the activity,
for example, of facilitating the adhesion of the leukocytes in the activated endothelium
during inflammation.This leads to the deceleration and rolling of leukocytes in the
vascular endothelium and alllows their arrival at the inflammatory site. Heparin is a
glycosaminoglycan capable to prevent metastasis, thrombosis and inflammation
associated with cancer. Other sulfated polysaccharides were also able to produce this
effect in vivo studies. Our objective is to evaluate whether two sulfate galactans isoleted
from marine invertebrates are capable of inhibiting, in vitro, the transwell migration of
the recombinant gal-3 promoted MDA-MB-231 breast cancer cell and investigating in
vivo its anti-inflammatory effects in a model of acute inflammation dependent on P-
selectin. For this we use galactans extracted from eggs of the sea urchin Echinometra
lucunter and the Styela plicata ascidian tunic. These samples are purified by lipid
protein degradation with subsequent isolation in ion-exchange chromatography. In the
transwell migration assay the Gal-3 treatment and the analysis of the inhibitory activity

of the sulfated galactans are done, in vivo, acute peritonitis was induced by
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intraperitoneal injection of thioglycollate in C57/BI6 mice following an intravenous
treatment with the sulfated galactans, and we counted the leukocytes that migrated to
the site of inflammation. The two galactans have already been isolated and purified
Echinometra lucunter galactan has already been tested for anti-inflammatory activity
and a pilot experiment was conducted on inhibition of Gal-3 mediated migration. With
this project, we hope to contribute to the research of new compounds that may help in

the treatment of cancer patients.

Key words: Cancer, migration, Polysaccharides, lectin, inflammation
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer e progressao tumoral

O estabelecimento do cancer € um processo que ocorre em varias etapas, que
tem em comum o fato de levar uma célula normal a sofrer diversas mutacfes em seu
material genético a ponto de torna-la altamente proliferativa e invasiva. (Balmain et al.,
1993). Estas etapas podem ser observadas ao analisar pacientes com diferentes niveis de
desenvolvimento tumoral, revelando uma série de caracteristicas pré-neoplasicas até
caracteristicas que apresentam um estado de alta malignidade, ou seja, com uma grande
capacidade de se espalhar para outros locais do corpo (Foulds, 1954). Estas
modificagdes tornam-se ainda mais evidentes quando olhamos diretamente para o
genoma das ceélulas tumorais e constatamos mudancas pontuais ou mudancas
epigenéticas que, em alguns, casos pode levar a transmissdo hereditaria (Kinzler e
Vogelstein, 1996).

A palavra neoplasia significa ‘novo crescimento’, € uma das principais
diferencas entre uma célula normal e uma neoplésica (Tabela 1) é que muitas vezes o
crescimento e proliferacdo desta Ultima persiste mesmo na auséncia de fatores de
crescimento e de mitdgenos. No entanto, para que as células adquiram esta capacidade,
elas precisam se multiplicar excessivamente e ir contra as restrigdes de crescimento

impostas pelas células vizinhas normais. O que realmente distingue um tumor benigno

do maligno é a capacidade de invadir outros tecidos e formar novos tumores (Belizario
E.J, 2002).

Tabela 1. Principais diferencas entre tumores benignos e malignos

Presenca frequente Geralmente ausente
Crescimento Expansivo e bem delimitado Infiltrativo com delimitacdo
Morfologia Reproduz o aspecto do tecido  Caracteres diferentes do tecido de
_ de origem origem
Raras e tipicas Frequentes e atipicas
N4o ocorrem Frequentes
Adaptado de (Cartilha de politicas publicas de salde. Disponivel em

HTTP://bv’sms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/abc_do_cancer.pdf).



A metastase € um processo dindmico. Para penetrar nos tecidos, a célula precisa
expressar genes que aumentem a sua capacidade de aderéncia aos vasos sanguineos, e
que promovam a degradacdo da matriz extracelular. As novas células tumorais
precisam, entdo, produzir fatores angiogénicos em maior quantidade, para estimular a
formacdo de novos vasos sanguineos, por onde chegardo nutrientes e oxigénio
necessario para a sua sobrevivéncia (Belizéario E.J, 2002)

O potencial migratorio e invasivo das células tumorais sdo caracteristicas basicas
do processo de desenvolvimento do cancer maligno e incluem etapas como: invasdo
local, entrada nos vasos sanguineos, transporte na circulacao, extravasamento, formacao
de micrometastases e colonizacao (Valastyan e Weinberg, 2011).

O controle do crescimento celular é realizado por substancias como fatores de
crescimento que transmitem sinais de uma célula a outra, receptores especificos para
fatores de crescimento, moléculas de transducdo de sinal que ativam a cascata de
sinalizacdo dentro das células e fatores de transcrigdo nuclear (Corvelho, 2002).

Muitas células e moléculas estdo diretamente associadas ao processo de
transformacdo maligna, o que torna muito dificil desvendar o mecanismo envolvido
nessa patologia. Algumas moléculas sdo de extrema importancia em um tipo de cancer,
mas em outros ndo sdo tao essenciais. Um grupo de moléculas que se relaciona de forma
bem intima com o processo tumoral sdo as lectinas (Goldstein et al., 1978), que serdo

abordadas no decorrer do trabalho.

1.2 Carboidratos

Os carboidratos que também séo conhecidos como glicidios ou aglcar sdo de grande
importancia na composicdo do organismo e fazem parte do grupo de moléculas mais
abundante na natureza. Durante muito tempo acreditou-se que essas moléculas tinham
apenas fungdo energética no organismo mas com o avanco dos estudos desses
compostos foi possivel descobrir outros eventos bioldgicos relacionados a carboidratos,
como o reconhecimento e a sinalizacdo celular, tornando possivel entender os
mecanismos envolvidos em algumas doencgas causadas por deficiéncia ou excesso
dessas moléculas (Pomim, V.H e Mouréo, Paulo A.S, 2006).

O avanco da ciéncia permitiu conhecer, de forma mais detalhada, as

propriedades fisico-quimicas dos carboidratos, o que resultou na utilizacdo dessas



caracteristicas em uma grande variedade de processos industriais, como nas areas
alimentar e farmacéutica (Pomim V.H, 2006). Um dos carboidratos que possui uma
grande utilizacdo médica é a heparina (Figura 1), que € um polissacarideo
polissulfatado, composto por unidades dissacaridicas contendo acido idurbnico 2-
sulfatado (IdoA), glicosamina 2,6- dissulfatada (GIcN) e acido glicurdnico ndo sulfatado
(GlcA), podendo ser encontradas pequenas variagdes em heparinas obtidas de diferentes
animais (Nader et al., 2001). Comercialmente ela é obtida de mucosa intestinal ou
pulmonar de suinos ou bovinos, sendo caracterizada como uma mistura heterogénea de
polissacarideos e o peso molecular de sua cadeia pode variar de 5 kDa a 30 kDa (Hirsh
et al., 1998). A heparina € utilizada como uma importante ferramenta terapéutica por
possuir acdo antitrombotica, sendo utilizada desde a década de 1930 (Ortel T., 1998;
Walenga e Bick, 1998). Varios efeitos adversos sdo relacionados ao seu uso como:
hemorragias, osteoporose, eosinofilia, reacdes cutaneas, trombocitopenia, entre outros
(Ortel T., 1998; Walenga; Bick, 1998; Crowther, Ginsberg e Tollefsen, 2000). A
necessidade de maior producdo de medicamentos deste tipo vém aumentando assim
como o interesse pela busca por alternativas para esse composto. Recentemente, 0 uso
de polissacarideos de animais marinhos como ouri¢co-do-mar, algas e ascidias tem sido
explorado devido as propriedades semelhantes as da heparina (Pomim V.H e Mourao,
Paulo A.S, 2006).
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Figura 1. Estrutura pentasacaridica da heparina: [-4)-a-D-GICNAc(6SO ™ 5)-(1 —» 4)-a-D-GIcA-(1—» 4)-o-
DGIcNSO7; (3,6 diSO73)-(1 —4)-a-L-1doA(2SO7; )-(1 —»4)-a-DGICNSO’; (6SO73)-(1 -]. Esta é a estrutura
minima que possui alta afinidade a antitrombina, quando est& presente no plasma inibe enzimas da coagulacéo.
Adaptado de: Mullory, 2005.
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Os avancos no estudo dos carboidratos ajudaram a conhecer a acao
farmacoldgica de alguns destes polissacarideos e desenvolver novos tipos de compostos
com finalidade terapéutica. (Pomim V.H e Mouré&o, Paulo A.S, 2006).

Diante disso, muitos compostos estdo sendo testados no mundo em busca de

novos farmacos.

1.3 Galactanas sulfatadas

Galactanas sao polimeros geralmente compostos por unidades repetidas de
galactopiranosil que possuem sulfatacdo nas ramificagdes na forma a-L, a-D ou B-D.
Elas sdo moléculas de alto peso molecular (geralmente mais de 100 kDa) isoladas
principalmente de organismos marinhos como algas e invertebrados (Pomin, 2012).
Alguns destes compostos, especialmente os extraidos de alga vermelha, urocordados e
equinodermas, mostram estruturas quimicas bastante regulares, possuindo padrdes de
sulfatacdo bem definidos. Essa estrutura regular é especialmente rara entre quaisquer
outros polissacarideos de alto peso molecular encontrados na natureza (Pomin, 2012)

As galactanas possuem uma grande quantidade de efeitos bioldgicos para os
quais ja foram descritos (Cumashi et al., 2007). Nos Gltimos anos muitos grupos de
pesquisa tém procurado possiveis utilizacdes terapéuticas neste grupo de moléculas, e ja
foram descritas algumas acbGes, como na inflamacdo, coagulacdo, trombose,
angiogénese, cancer, estresse oxidativo, cicatrizacdo, entre outros. (Pomin, 2012)

O pontencial anti-inflamatério desse composto esta relacionado a acdo em
diversos pontos durante o recrutamento de leucdcitos para o local da inflamacao. Porém
a acdo mais relevante ja descrita é a inibicdo das selectinas nas células endoteliais,
reduzindo o rolamento de leucdcitos (Cumashi et al., 2007 );(Proudfoot, 2006).

Os potenciais anticoagulantes e antitrombdticos das galactanas sdo 0s mais
estudados dentre todos os seus efeitos conhecidos. 1sso ocorre devido a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos em funcdo do aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares (Yu et al., 2000). J& em relacdo a angiogénese, esse polissacarideo age
contra a neovascularizagdo principalmente pelo seu potencial inibitério contra os
principais agentes pro-angiogénicos (Koyanagi et al., 2003).

Atualmente alguns grupos de pesquisa vem tentando descobrir se galactanas séo

também capazes de atuar em moléculas especificas como a Galectina-3 (Gal-3), que foi



descrita como sendo um importante marcador para varias etapas do processo de
metastase. (Ochieng; Furtak; Lukyanov, 2004); (Liu; Rabinovich, 2005)

As galactanas usadas neste trabalho foram extraidas da matriz gelatinosa que
recobre os 6vulos do ouri¢o-do-mar Echinometra lucunter e da tinica da ascidia Styela
plicata. Uma galactana é 2-O-Sulfatada 1 — 3 ligada (Echinometra lucunter) e a outra é

3-O-Sulfatada 1 — 4 ligada ¢ 2 — 1 ramificada (Styela plicata). (Figura 2)

Figura 2. Estrutura quimica das galactanas sulfatadas. Em (A) Galactana do ourigo-do-mar
Echinometra lucunter [—3-a-L-Galp-2(0OSO3-)- e em (B) a galactana da ascidia Styela plicata {—4)-a-
L-Galp-2[—1)-a-L-Galp]-3(OS0O3-). Adaptado de Pomin H. Vitor, 2008 e 2012.

Os polissacarideos extraidos da matriz gelatinosa do Echinometra lucunter estéo
relacionados a transducdo de sinal que da inicio a reacdo acrossomal nestes animais
(Rothschild, 1949). Eles também s&o responsaveis por evitar a fecundacdo cruzada entre
espécies, visto que cada polissacarideo é espécie-especifico (Alves et al., 1997); (Vilela-
Silva; Hirohashi; Mourdo, 2008). A funcdo e importancia da galactana na sobrevivéncia

da ascidia Styela plicata ainda ndo foi entendida completamente.

Nosso grupo ja realizou pesquisas com a galactana do Equinometra lucunter e
sua interacdo com plaquetas no contexto de metastase. Este trabalho visa ampliar um
pouco mais a linha de atividade bioldgica da Echinometra lucunter e comparar sua acao

com a galactana da Styela plicata na interagdo com a molécula de galectina-3.

1.4 Lectinas

As primeiras lectinas descritas foram encontradas em plantas e durante muito

tempo foi objeto de estudo de varios pesquisadores. Estes estudos iniciais foram



essenciais para a analise de estrutura e funcdo de glicoconjugados presentes em células
animais (Drickamer; Taylor, 1993). Em 2001, Lis e Sharon (Sharon; Lis, 2001)
publicaram uma revisdo sobre lectinas e descreveram a possivel presenca dessas
proteinas em células animais, fazendo com esse estudo fosse rapidamente difundido.

As lectinas sdo definidas como proteinas que reconhecem e se associam, de
forma reversivel, com elevada afinidade e especificidade, a carboidratos, porém néo
apresentam atividade enzimatica (Van Damme et al., 1995) (Holikova et al., 2002);
(Loris, 2002). Elas sdo moléculas ubiquas, sendo capazes de interagir com o0s agucares
através de uma regido denominada de Dominio de Reconhecimento a Carboidratos
(CRD), que é conservada em cada tipo de lectina (Ni; Tizard, 1996). O processo de
interacdo com os carboidratos acontece através de pontes de hidrogénio e interagdes de
Wan deer Walls, que sdo estabelecidas entre os carboidratos e o0s residuos de
aminoéacidos presentes em um sitio especifico da lectina (Weis; Drickamer, 1996). Em
consequéncia dessa caracteristica de ligacdo ao carboidrato, as lectinas conseguem
participar de uma grande variedade de processos biolégicos, como: reconhecimento
célular, interacdo entre células, fertilizacdo, adesdo celular, interacdo entre célula-
matriz, aglutinacao de células e bactérias (Ramos et al., 2001) .

A ligacdo que as lectinas promovem com os receptores glicidicos da membrana
celular é a base molecular para as varias respostas que essas proteinas sdo capazes de
induzir nos mais diversos sistemas biologicos. Quando interagem com 0S
glicoconjugados presentes na superficie celular, as lectinas podem levar a formacéo de
ligagdo cruzada entre células adjacentes, causando aglutinacdo das mesmas (Hilgert et
al., 1983); (Van Damme et al., 1995).

As lectinas possuem especificidade em relacdo aos diferentes carboidratos, isso
possibilita a sua utilizacdo em pesquisas biolégicas e médicas, tornando-se ferramentas
importantes no processo de purificacdo e caracterizacdo de polissacarideos ou
glicoconjugados, caracterizacdo de grupos sanguineos, identificacdo de células
malignas, diferenciacdo de células patogénicas e caracterizagdo dos estdgios de
desenvolvimento de microrganismos (Shibuya et al., 1986)

Peumans e Van Damme em 1995 (Van Damme et al., 1995), agruparam as
lectinas em diferentes classes: Merolectinas sdo proteinas de pequeno tamanho e que
possuem apenas um dominio de ligagdo ao carboidrato, sendo assim incapazes de

precipitar glicoconjugados ou aglutinar células; Halolectinas possuem, no minimo, dois



dominios idénticos ou homologos que se ligam ao mesmo carboidrato ou agucares de
estrutura similar. Estas proteinas sdo conhecidas como moléculas di ou multivalentes,
capazes de promover a aglutinagdo de células e/ou precipitar glicoconjugados;
Quimerolectinas possuem um ou mais dominios que podem se ligar a carboidratos,
associado(s) a outro dominio distinto, que possui atividade enzimatica ou outra
atividade bioldgica que ndo depende do dominio de ligagdo ao carboidrato. Em 1998,
Van Damme et al.,(Peumans; Van Damme, 1998) sugeriram a existéncia de um quarto
grupo, o das superlectinas, que sdo proteinas quiméricas, constituidas de, no minimo,
dois dominios ligantes de carboidratos, que possuem diferencas estruturais e
reconhecimento de carboidratos distintos.

As lectinas formam um grupo de proteinas heterogéneas que variam de acordo
com o tamanho, estrutura e organizacdo molecular, porém possuem a caracteristica de
reconhecer e interagir com sitios contendo glicoconjugados (Sharon; Lis, 2001).
Inicialmente as lectinas foram chamadas de aglutininas, termo que € derivado da
capacidade de aglutinar células vermelhas do sangue. A primeira aglutinina a ser isolada
foi em um vegetal, Ricinus communis, por Stillmark, em 1888. A primeira aglutinina
animal foi isolada em 1960 do veneno da cascavel Crotalus durissus (Kilpatrick, 2002).

As lectinas animais sdo classificadas de acordo com a homologia de suas
estruturas primarias. Sendo assim, ja foram descritas cerca de 10 familias de lectinas:
Tipo S, Tipo I, Tipo P, Tipo L, Anexinas, Calreticulinas/Calnexinas, Discoidinas,
Eglectinas, Eel aglutininas, Tipo fibrinogénio, Pentraxinas, além das galectinas e
lectinas do Tipo-C, que sdo as duas maiores familias de lectinas do reino animal
(Kilpatrick, 2002).

Estas moléculas sdo abundantes na natureza e podem ser encontradas em quase
todos os organismos, vegetais, virus, bactérias, mamiferos e outros grupos de
invertebrados (Kilpatrick, 2002) (Gerlach et al., 2005). Nos animais invertebrados dois
tipos de lectinas sdo observados: as citoplasmaticas, que sdo extraidas com solugdes
aquosas e salinas e as lectinas de membrana que necessitam do uso de detergentes para
a sua solubilizacéo (Kilpatrick, 2002)

Embora as lectinas presentes nos animais apresentem uma variedade de fungdes,
a maioria e considerada como moléculas de reconhecimento, uma vez que agem no

processo de defesa contra patogenos e participam do trafego celular (Kilpatrick, 2002).



Hoje se sabe que elas também podem atuar promovendo a estimulacdo mitogénica de

linfocitos e aglutinagdo de células cancerosas (Lis; Sharon, 1973).

1.5 Lectinas em invertebrados marinhos

Os invertebrados ndo possuem uma sistema imune adaptativo baseado na
especificidade de antigenos e receptores como os vertebrados possuem (Marques e
Barracco, 2000). Na auséncia de mediadores da imunidade adquirida, lectinas presentes
em tecidos dos invertebrados agem como anticorpos naturais, fornecendo o que seria a
primeira linha de defesa, podendo, assim, desencadear um importante mecanismo efetor
na eliminacgdo de patdgenos (Yang e Yoshino, 1990).

Devido a caracteristica das lectinas de reconhecer carboidratos e promover
aglutinacdo de diferentes células, podemos inferir que sdo moléculas que possuem papel
consideravel no reconhecimento do material exdgeno (Marques e Barracco, 2000).

Atualmente a familia das galectinas e das selectinas, especialmente a P-selectina,
tem sido estudadas devido sua participacdo no desenvolvimento do cancer e elas sdo o

alvo do nosso presente estudo.

1.6 Galectinas

As galectinas fazem parte da familia das lectinas animais que é definida por sua
habilidade de reconhecer glicoconjugados que possuem [-galactosideos, através de seu
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD). Algumas galectinas estdo presentes
em diversos tecidos enquanto outras apresentam uma localizacdo mais especifica. Elas
estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e patoldgicos como proliferacao,
adesdo, diferenciacdo celular, sinalizacdo, apoptose, resposta imune, angiogénese e
progressdo tumoral (Liu; Rabinovich, 2005); (Fortuna-costa et al., 2014); (Punt et al.,
2015).

Até o momento ja foram identificadas 15 galectinas (Figura 3) presentes em
mamiferos, sendo 11 encontradas em humanos (Punt et al., 2015). Os membros desta
familia foram separados em trés grupos de acordo com sua estrutura molecular sendo:
Galectinas monovalentes, caracterizadas por possuirem uma unica Regido de

Reconhecimento ao Carboidrato (CRD), podendo formar homodimeros, tornando-se



dessa forma bivalentes (fazem parte deste grupo as galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14,
15); Galectinas bivalentes que possuem dois CRDs que sdo unidos por uma sequéncia
de repeticdio em tandem (galectinas 4, 6, 8, 9, 12); E galectinas quiméricas,
caracterizadas por possuirem um unico CRD conectado a uma sequéncia repetida de
aproximadamente 100 aminoacidos, semelhante ao colageno (Galectina-3). Essa
sequéncia é rica em prolina, tirosina e glicina e possui um pequeno dominio N-terminal
que é composto por 12 aminoacidos e que possui sitio de fosforilagdo em serina (Liu;
Rabinovich, 2005).

O Dominio de Reconhecimento de Carboidrato presente nas galectinas €
conservado, possuindo aproximadamente 130 aminoacidos. Entretanto, apenas um
namero restrito dos residuos de aminoéacidos do CRD irdo mediar a interacdo com 0s
glicanos (Liu; Rabinovich, 2005) (Liu; Rabinovich, 2005); (Rabinovich e Toscano,
2009).

TIPO ESTRUTURA GALECTINA

Uma CRD { 1957,10,11,13,14.15

L 3
Duas CRD  INAL 46,8,9,12

Figura 3. Estrutura de galectinas caracterizada de acordo com a sua regido de reconhecimento a carboidrato
(CRD). Galectina dimérica consiste em duas subunidades iguais que estdo associadas uma a outra. Galectinas tandem
possuem dois CRDs distintos ligados por uma ligac&do peptidica. A galectina quimera pode estar presente tanto na forma
de monémero como multivalente. Adaptado de Liu e Rabinovich, 2005

A galectina-3 (Gal-3) é a Unica representante do tipo quimera, sendo composta
por 250 residuos de aminoacidos e com peso aproximado de 31kDa (Liu; Rabinovich,
2005); (Newlaczyl; Yu, 2011). Estudos demonstraram que mecanismos epigenéticos
podem controlar a expressdo de Gal-3, podendo levar a transformagdo maligna e
progressdo tumoral (Jin et al., 2005).

Um dos principais locais onde a Gal-3 pode ser encontrada é no citoplasma.
Pode, também, atravessar membranas e ser encontrada em mitocondrias (Yu et al.,
2000) e no nudcleo (Moutsatsos et al., 1987); (Paron et al., 2003); Carvalho et al.,
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2014). Essa lectina ndo possui o peptideo sinal que direciona as proteinas para a via
secretdria classica mesmo assim ela pode ser encontrada no meio extracelular. Ainda
ndo se conhece 0 mecanismo responsavel por sua secre¢do, mas existem algumas
sugestdes de que isso ocorra através de vesiculas extracelulares (Mehul e Hughes,
1997); (Baptiste et al., 2007); (Fei et al, 2015) e que o dominio N-terminal possa ser
responsavel por localizar a Gal-3 nessas estruturas (Menon e Hughes, 1999). O fato de
estar no meio extracelular possibilita que a Gal-3 interaja com inimeros ligantes, tanto
na matriz extracelular como na superficie celular (figura 4). Essa rota incomum de
secrecdo evita a ligacdo prematura de galectinas a oligossacarideos em glicoproteinas
nascentes. Apoés a liberagdo da galectina no meio extracelular elas podem se ligar a -
galactosideos presentes em glicoconjugados que se encontram na superficie da célula,
resultando na modulacéo da sinalizacdo, adesdo e sobrevivéncia da célula (Rabinovich
et al., 2002).

Interacdo célula-célula
e célula-matriz

I T Formacéo de lattice

Oligossacarideos Transdugéo de sinal
contendo galactose

3999

P YUm CRD (Dimero)

Pooog Galectina-3 (Oligobmero)
AT Dois CRD

Figura 4. Interagdo célula-célula e célula-matriz na presenca de galectina-3. Adaptado de Liu e Rabinovich, 2005.



11

Intracelularmente a Gal-3 é encontrada basicamente na sua forma monomérica
mas, quando secretada e na presenca de ligantes glicosilados para seu dominio de
reconhecimento de carboidratos, ela pode se polimerizar através da interacdo entre seus
ligantes N-terminal livres até formar pentameros (Figura 5). Essa capacidade de se
oligomerizar a torna capaz de formar “pontes” entre seus ligantes presentes em
glicoconjugados, formando um arranjo na superficie celular denominado lattice. Este
complexo de interagBes multivalentes promove o cross-linking de glicoproteinas e
glicolipideos, promovendo a formacdo destes lattices organizados de galectinas e
glicanos capaz de modular func@es celulares (Di Lella et al, 2011; Fortuna-Costa et al.,
2014; Elola et al., 2015; Nabi, Shankar, Dennis 2015).

Dimero de Galectina-3

Dominio C-terminal ‘//'

CRD
Dominio derepeticio PGAYPG(x) .4 ﬁgaﬂc
Dominio N-terminal \

Polimerizagio da Gal-3 com

& seus carboidratos ligantes

Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura monomérica de galectina-3 e galectina-3 que possui dimerizac¢éo
na regido C-terminal na auséncia de ligantes e polimerizacdo da regido N-terminal na presenca de carboidratos
ligantes. Adaptado de Newlaczyl e Yu, 2011.

Inimeras pesquisas vém descrevendo a relacdo entre expressdo de Gal-3 e a
progressao tumoral (Newlaczyl; Yu, 2011). Quando se compara a expressao de
galectina-3 em células normais e em cancer de tireoide, por exemplo, pode-se perceber
a elevagdo dos niveis desta lectina. Por outro lado, em casos de tumores relacionados ao
sistema reprodutivo é observada uma reducdo da expressdo de Gal-3 durante a

progressao da doenca (Punt et al., 2015) .
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1.7 Galectina-3 e o cancer

Ainda existem muitas davidas sobre a real funcdo da galectina-3 no céancer
(Tabela 2). Alguns estudos demonstram que a galectina-3 age como molécula anti-
apoptotica enquanto outros como apoptotica. Assim como em alguns tumores, a
expressao desta lectina estd reduzida sendo associada a aquisicdo de um fenotipo
invasivo e metastatico (Castronovo et al., 1996); (Idikio, 1998). Outros estudos nao
encontram significancia na expressao de Gal-3 no progndstico desta doenca (O’driscoll
et al., 2003); (Logullo et al., 2007)). Por outro lado, alguns estudos demonstram que o
aumento da expressdo de galectina-3 possa estar associado a subtipos especificos de

cancer (Koo; Jung, 2011).

Tabela 2. Divergentes efeitos da galectina-3 em células cancerigenas em diferentes localizacGes

Gal-3 circulante Gal-3 Gal-3 na
citoplasmatica superficie celular

Disseminacgao Promocaodo Supressdo da Regulacdoda
crescimento imunidade transcricdo
celular

Adesdode células Inibicdoda Promove a Promove o

tumorais apoptose angiogénese splicing de mRNA

Sobrevivénciadas Promocdodo Adesdo endotelial Promove

células ciclocelular dascélulas apoptose

cancerigenas

Promogaodo Regulacdoda Adesdodas
crescimento transcricdo célulasa matriz
celular

Tabela 2. Divergentes efeitos da galectina-3 em células cancerigenas em diferentes localizagdes.
Adaptado de (Newlaczyl; Yu, 2011).

O microambiente do tumor é caracterizado pela presenca de glicosilacdes
aberrantes. Essas aberracGes sdo capazes de promover mudancas no nivel de expressdo
da glicosiltransferase no complexo de Golgi de células cancerigenas. Varias evidéncias
apontam para um aumento no tamanho e ramificacdo de glicanos N-ligados como uma
caracteristica do cancer de célon e mama. Essa mudanca usualmente acontece devido a

elevada expressao de -1,6-N-acetiltransferase. (Kyselova et al., 2007)
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O estabelecimento de novos vasos capilares € um processo de grande
importancia para a continuidade do crescimento tumoral, configurando também uma
rota de disseminacdo das células malignas. Nangia-Makker e colaboradores criaram a
hipétese de que a Gal-3 secretada pelas células tumorais estaria envolvida na
angiogénese. Os autores demonstraram que, in vitro, a galectina-3 extracelular afeta o
comportamento das células endoteliais através da regulagdo da formacdo de tubos
capilares de modo dependente do dominio de CRD. Além disso, foi visto que a Gal-3
secretada pelas células tumorais induz a migracéo de células endoteliais e que, in vitro,
0s tumores apresentam maior densidade de vasos capilares do que os tumores gerados
pelas células parentais sem a expressao de Gal-3 (Nangia-Makker et al., 2000).

Alguns autores conferem esse aumento da expresséo de Gal-3 a glicosilagdo que
ocorre de forma acentuada em pacientes com cancer. Essa glicosilacdo aberrante foi
descrita pela primeira vez ha 45 anos e desde entdo tem sido demonstrado a ocorréncia
de mudancas fundamentais no padréo de glicosilacdo de glicoproteinas secretadas e de
superficie celular, que ocorrem durante a transformacdo maligna e a progressdo do
cancer (Munkley et al., 2016).

Sabe-se, também, que a expressao de Gal-3, assim como a aquisicdo do fenotipo
maligno, é dependente do tipo de célula em questdo (Prasad e Gopalan, 2015). Por isso
0 modelo para investigar as fungdes de Gal-3 no cancer devem ser interpretados e

avaliados com cautela.

1.8 P-selectina e a inflamacéo

A inflamacdo € definida como um mecanismo fisiopatologico em resposta a
invasdo de um agente infeccioso, ou por uma lesdo de origem variada (térmica, quimica,
fisica ou mecénica), ou até mesmo por uma resposta autoimune, que resulta em reacdes
locais e sistémicas no organismo. Este processo é formado por véarios fenémenos
(vasculares, bioquimicos e celulares) que podem se associar e formar uma reacdo em
cascata que envolve uma interacdo das celulas inflamatdrias (neutréfilos, linfécitos,
monocitos/macrofagos, plaquetas) e vasculares (endoteliais e células da musculatura
lisa). Esse processo tem a finalidade de remover o estimulo indutor e dar inicio a

recuperacdo tecidual total (Tedgui e Mallat, 2001).
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A resposta inicial a um agressor € denominada de fase aguda da inflamagéo.
Entre as caracteristicas encontradas nessa fase estdo a vasodilatacdo com aumento da
permeabilidade vascular e exsudagdo de liquidos e proteinas plasmaticas, migracao de
leucdcitos, com predominancia de neutrofilos para o foco inflamatério e alteracéo
sistémicas como dor, febre e elevacdo nos niveis de determinadas proteinas, que sdo
caracterizadas como proteinas da fase aguda, como o fibrinogénio (Bauhmann; Gauldie,
1994).

A migracdo de leucdcitos para o local da inflamagdo ocorre em funcdo da
interacdo destes com as celulas endoteliais, atraves de proteinas adesivas em sua
superficie, chamadas de moléculas de adesdo. Esta fase é intermediada por diferentes
mediadores inflamatdrios e quimiotéticos, os quais levam a um aumento da interacdo
entre neutrofilos e células do endotélio, o que facilita a migracdo dos neutréfilos a favor
de um gradiente de substancias quimiotaticas no sitio inflamatério (Mcever, 1992;
Huttenlocher et al., 1995)( Figura 6).

Migragio através
do endotélio

Ativagio de Integrinas

por Quimiocinas Aderencia Estavel

Rolamento

Integrina

Y - (condigdo de alta afinidade)
sl PECAM-1
el o
§ " ) y
i Ir NIENS W
Integrina ligante y
® Proteoglicano s (ICAM-1) i
o » ¢ q ® e ey, >
Quimiocinas » y o
Citocinas , ’
(TNF, IL-1) X Mlcroug: .ﬁj
o Fibrina e Fibronectina W Wy
(Matriz Extracelular) “_ -%

Figura 6. Estagios do processo de inflamacdo aguda. As etapas consistem em: Rolamento dos
leucdcitos, ativacdo das integrinas, aderéncia estavel com posterior migragdo através do endotélio.
Adaptado de: Elsevier, Kumar et al. Disponivel em: studentconsult.com

As selectinas estdo presentes em leucdcitos, células endoteliais e plaquetas. Elas
sdo capazes de se ligar a moléculas glicosiladas que estdo presentes na superficie de
outras células e, em geral, medeiam adesdo de baixa afinidade entre os leucocitos e

endotélio. Mesmo essas interagcdes sendo fracas e reversiveis, elas séo suficientes para
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determinar a desaceleracdo e rolamento de leucdcitos no endotélio vascular (Rankin,
2004).

O primeiro contato entre o neutréfilo e o endotélio ativado é mediado pela
interacdo das selectinas -P e -E no endotélio e a mucina presente na superficie.
Concomitantemente, a L-selectina, que é expressa constitutivamente nos neutréfilos,
liga-se ao conjunto de mucinas na superficie do endotélio. Essas ligagdes formadas sdo
de rapida dissociagdo permitindo que os neutrofilos rolem na parede do vaso impelidos
pelo fluxo do vaso sanguineo sendo expostos a componentes quimiotaticos como:
fibrina; fatores solUveis plaquetarios; mediadores de mastocitos, entre outros (Carlos e
Harlan, 1994)

A presenca destas quimiocinas induz alteracfes de outras adesinas na superficie
dos leucocitos, as integrinas. Esse reconhecimento é de maior avidez aos ligantes
expressos no endotélio, o que leva a imobilizacdo de neutrofilos e promove sua firme
aderéncia a parede do vaso. Logo ap6s a aderéncia ao endotélio, € iniciado o processo
de transmigracdo através do vaso (Smith, 2008; Weber et al., 2007) envolvendo a
participacdo de moléculas juncionais (Petri; Bixel, 2006). Os leucocitos emitem
pseudopodes entre as células endoteliais, conseguindo atravessar a membrana basal
migrando para o espago intersticial, em direcdo ao foco da lesdo. Este processo €
dirigido por gradiente de quimiocinas e facilitado pela interagdo das integrinas aos
componentes da matriz extracelular (Cronstein e Weissman, 1993).

Diante disto, perguntamos se as galactanas purificadas nesse trabalho seriam
capazes de interagir com a P-selectina expressa pelas células endoteliais impedindo

assim a ligac&o das células inflamatorias e diminuindo a inflamag&o aguda.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O numero de pessoas com cancer tem aumentado de maneira consideravel em
todo o mundo, principalmente a partir do século passado, configurando-se, na
atualidade, um dos mais importantes problemas de salde publica mundial, sendo
responsavel por mais de seis milhGes de dbitos a cada ano, representando cerca de 12%
de todas as causas de morte no mundo (Maximiliano e Claudia Vitdria, 2005).

Apesar de nos dltimos anos ter havido melhora na detec¢do precoce e no
tratamento do cancer, a doenca metastatica, que resulta do espalhamento das células
tumorais para outras partes do corpo, € a principal causa de morte de pacientes com esta
patologia (World Health Organization, 2008). Este processo ainda é pouco entendido e
frequentemente ndo pode ser tratado devido a inexisténcia de terapias especificas para
controlar ou bloquear a metastase (Hait, 2010). Portanto, se faz necessario uma melhor
compreensdo acerca dos mecanismos celulares e moleculares que estdo envolvidos no
processo metastatico.

Inimeras evidéncias apontam para um relevante papel da galectina-3
extracelular em etapas essenciais na progressdo tumoral e da metéstase. Devido a este
fato, a Gal-3 tem sido explorada como um alvo terapéutico (Fortuna-costa et al., 2014) .

Nosso laboratorio ja demonstrou o potencial anti-metastatico de analogos de
heparina que foram isolados de invertebrados marinhos (Gomes et al., 2015). Estes
glicanos atuam impedindo a formacdo de complexos entre células tumorais e plaquetas
na circulacdo. 1sso ocorre devido a inibicdo da interacdo entre a P-selectina da plaqueta
ativada com os oligossacarideos das células tumorais e essa inibicdo também faz com
que ela ndo seja capaz de iniciar o rolamento dos leucdcitos, diminuindo assim o
infiltrado inflamatdrio no sitio da inflamacdo aguda (Teixeira, 2013)

Diante disto, investigamos se o0s analogos da heparina com 0s quais temos
trabalhado no laboratério poderiam diminuir os efeitos causados pela Gal-3 extracelular
na indugdo da migracdo de células cancerigenas e se possuem a capacidade de inibir a

P-selectina atenuando assim o processo de inflamag&o aguda.
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3. OBJETIVO DO ESTUDO

Avaliar, in vitro, a atividade das galactanas sulfatadas isoladas do ourico-do-mar
Echinometra lucunter e da ascidia Styela plicata na inibicdo da migracdo de células
MDA-MB-231 promovida pela galectina-3 extracelular e in vivo os efeitos anti-
inflamatdrios da galactana do E.lucunter em um modelo de inflamacdo aguda

dependente de P-selectina.
3.1 Objetivos especificos

Extrair e isolar os polissacarideos do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter e da
ascidia Styela plicata;

Avaliar in vitro os efeitos das galactanas sulfatadas na migracdo celular em
sistema transwell da linhagem humana MDA-MB-231 induzida pela galectina-3
extracelular;

Testar in vivo o efeito da galactana do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter na

inflamacéo aguda induzida por tioglicolato.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo e coleta dos materiais

4.1.2 Echinometra lucunter e Styela plicata

O ourigo da espécie Echinometra lucunter e a ascidia Styela plicata foram
coletados por mergulho livre na praia da Urca, Baia de Guanabara, cidade do Rio de

Janeiro.

4.2 Extracdo dos polissacarideos do ourigo-do-mar

A extracdo dos polissacarideos foi realizada através do isolamento dos gametas
do ourigo-do-mar por inje¢do intracelomica de KCI 0,5 M (= 5SmL/por individuo). O
ourico foi mantido com a porgao dorsal do corpo para baixo, sobre uma placa de petri,
com a finalidade de retirar os gametas. Os ovocitos foram identificados por
apresentarem uma cor amarelada.

Depois de retirados, os ovcitos foram lavados com agua do mar artificial sem
calcio e com 10 mM de EDTA, em pH 8. Esse material foi mantido em banho de gelo,
onde o pH foi ajustado para 5 com 0,1M HCI, permanecendo nesse pH por 5 minutos e
depois ajustado novamente para 8, com adicdo de NaOH. Ao final desse processo o
material foi centrifugado durante trinta minutos. O sobrenadante resultante da
centrifugacdo foi dializado com &gua destilada durante 48h e posteriormente liofilizado
com a finalidade de retirar toda 4gua da amostra.

O processo de digestao foi iniciado com a pesagem do gel bruto seco derivado da
extracdo. O tecido foi hidratado em 300l de tampé&o de digestdo durante 24h a 4°C,
composto por 100 mM de acetato de s6dio anidro, 5 mM de EDTA bissodico e 5mM de
cisteina, em pH 5.

4.3 Extracgdo dos polissacarideos da ascidia

O protocolo utilizado foi descrito por Albano e Mourdo em 1986. Primeiramente

realizamos a separacdo da tGnica e visceras das ascidias. As tunicas foram limpas e
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armazenadas em um béquer contendo alcool, tendo realizado trés trocas em um
intervalo de 24h, para a retirada de impurezas e lipideos.

O tampéo de digestdo foi preparado contendo agua destilada contendo 0,5 M
acetato de sddio anidro; 0,03M EDTA; 0,02M cisteina, pH para 5,0.

Os polissacarideos totais foram extraidos da tunica por digestéo proteolitica com
papaina, em uma concentragdo correspondente a 10% do volume da amostra. Cada
digestdo foi feita em banho-maria a 60°C durante 24h., sendo o tamp&o trocado trés
vezes em intervalos de 24h. A papaina foi adicionada ao tampao a cada troca.

Apobs 72h do processo de digestdo proteolitica, realizamos a centrifugacdo do
material dos trés dias, sendo o sobrenadante guardado e a solugdo remanescente
descartada. Apds este processo foi adicionado um volume de etanol absoluto
correspondente a trés vezes o volume do material centrifugado e este foi armazenado a
-20°C durante 24h.

Apbs 24h centrifugamos o material, descartamos o sobrenadante e o pellet
contendo o extrato bruto foi armazenado em estufa a 60 °C até que o alcool fosse

totalmente evaporado.

4.4 Purificacdo dos polissacarideos
4.4.1 Echinometra lucunter

Os extratos brutos de polissacarideos (= 100mg) das matrizes gelatinosas dos
ovulos dos ouri¢os-do-mar foram aplicados em uma coluna de troca i6bnica DEAE
celulose, equilibrada com tampéo de 5 mM acetato de sédio, pH 5, segundo protocolo
descrito por Cardoso, L.E.M em 1994,

Para a eluicdo dos polissacarideos da coluna foi realizado um gradiente crescente
de 0 a 3M de NaCl em um tampao acetato de sédio, pH 5. O fluxo da coluna foi de
12mL/h durante o qual foram coletadas fracdes que foram testadas por metacromasia.
Ao fim da cromatografia obtivemos um rendimento de 44,2mg da galactana.

O monitoramento das fracfes foi realizada através do teste da dosagem de
hexose (método de Dubois). As fracBes que foram identificadas através destes testes
contendo o-Lgalactana sulfatada (E. lucunter) foram agrupadas, dialisadas em &gua

destilada e posteriormente liofilizadas.
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4.4.2 Styelaplicata

Os extratos dos polissacarideos da tunica da ascidia foram aplicados em uma
coluna de exclusdo por tamanho, Superose 12, sendo equilibrada com acetato de sodio e
eluida em um tampdo com 3M de NaCl, 0,02M de Trise 1M de EDTA em um pH 6. Ao
fim deste processo obtivemos um rendimento de 1,03 mg.

O tempo de eluicdo foi de 50 minutos e as fragdes coletadas testadas por
metacromasia para verificar a presenca de polissacarideos. As fracGes que foram
identificadas através deste teste como contendo a-galactana sulfatada (S.plicata) foram

agrupadas, dialisadas e liofilizadas.
4.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Os polissacarideos previamente purificados através da cromatografia foram
analisados por eletroforese em gel de agarose, como descrito por Dietrich e Dietrich, em
1976. Para isso utilizamos volumes de cada amostra correspondente ao minimo
necessario para um resultado positivo no teste de metacromasia. Estas amostras foram
aplicadas em um gel 0,5% de agarose, em tampdao 50 mM de 1,3-diaminopropano/acido
acético, pH 9, sendo submedido a um campo elétrico com intensidade de 110V, por
aproximadamente 1h.

Ao término da eletroforese, as amostras foram precipitadas no gel em uma
solucéo de brometo de cetiltrimetilaménio, 0,1% (cetavlon), onde ocorreu a precipitacdo
dos polissacarideos na malha do gel, permanecendo nesta solucdo até o dia seguinte.
Posteriormente o gel foi seco sob calor e corado em azul de toluidina 0,1% e descorado

em uma solucdo de acido acético:etanol:agua (0,1:5:5, v/v).
4.5 Cultura de células

Para os experimentos in vitro foram utilizadas células da linhagem MDA-MB-
231 crescidas em monocamadas em garrafas, utilizando-se meio de cultura DMEM alta
glicose com 10% de soro fetal bovino, a 37 °C e 5% de CO?.

A passagem das células foi realizada a cada trés ou quatro dias seguindo o

seguinte procedimento: o meio é desprezado e a monocamada de células lavada com
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PBS. E adicionada tripsina , esperamos por 5 minutos para que as células n&o estejam
mais aderidas ao fundo da garrafa, com isso elas sdo suspensas em meio de cultura e

repassadas para novas garrafas.

4.6 Os animais

Os animais utilizados no experimento de inflamagdo foram camundongos da
linhagem C57/BL6. Os protocolos experimentais com animais de laboratério utilizados
no presente trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica com animais em
Experimentagdo Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Rio de Janeiro.

4.7 Migracao em sistema de transwell

Esse ensaio foi realizado em insertos com poros de 8um em uma placa de 24
pocos, utilizando uma concentracdo de 10° células de cancer de mama humano MDA-
MB-231 por inserto. Na parte superior de cada inserto foram adicionadas as seis
diferentes condicdes (controle negativo, controle positivo, controle de tratamento e as
trés diferentes concentragGes da galactana sulfatada do E. lucunter ou da S. plicata) em
meio DMEM alta glicose, na auséncia de soro fetal bovino (SFB) e na parte inferior
650ul de meio DMEM alta glicose com 10% SFB (Figura 7). No controle negativo e
no controle positivo as células permaneceram na auséncia ou presenca de 4ug/mL de
galectina-3, respectivamente. No controle de tratamento as células permaneceram na
presenca de 10ug/mL da respectiva galactana sulfatada. As trés condicGes
experimentais consistiam em uma concentracdo fixa de 4ug/mL de galectina-3, e as

galactanas sulfatadas nas concentragdes de 10pg/ml, 1pg/mL e 0,1pug/mL.
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Figura 7. Imagem demonstrativa do ensaio em sistema transwell. Na parte superior sdo
adicionadas as amostras e as células em meio sem soro e na parte inferior meio com soro,
levando a formacdo de um gradiente de quimioatracdo. Disponivel em:
pharmacocell.co.jp/en/products/bbbtest_e.html

Apos seis horas de migracéo as células que ndo migraram foram removidas da
parte superior do inserto com um cotonete molhado com PBS e as células que
permaneceram no inserto foram fixadas com metanol. As membranas foram coradas
com solucdo de cristal violeta 1% para que pudéssemos fotografar e quantificar o

namero de células que migraram através do software Image J.

4.8 Modelo de peritonite aguda

Camundongos machos C57/BL6 de 8 a 10 semanas receberam injecdo pela veia
da cauda de 100ug da galactana sulfatada de E.lucunter, diluida em 100uL de PBS, ou
100uL de PBS somente. Apds 15 minutos, eles receberam injecdo intraperitoneal de
1mL de uma solucdo estéril de meio tioglicolato , 4% diluida em PBS. Apos 3 horas 0s
camundongos foram sacrificados e as células presentes na cavidade peritoneal do
animal recolhidas por lavagem com 8mL de PBS. O material da lavagem foi
centrifugado por cytospin (900 RPM por 5 minutos) e corado com Wright Stain. Apos
este processo, foi realizada a contagem diferencial de leucdcitos polimorfonucleares
(PMN).
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5. RESULTADOS
5.1 Isolamento da galactana sulfatada do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter

Os polissacarideos extraidos da membrana gelatinosa que recobre os 6vulos dos
ourigos foram purificados em uma coluna de troca ibnica DEAE-celulose e submetidos
ao teste de metacromasia onde conseguimos identificar a presenca de diversos picos de
absorbancia. Verificamos também a condutividade de cada fracdo com a finalidade de
estimar a molaridade do tampdo. Porém, ja é conhecido pela literatura que a galactana
sulfatada dos évulos do Echinometra locunter é o segundo composto a ser eluido na
purificacdo por este método. Diante disto, descartamos as demais fracdes e coletamos

apenas as referentes ao segundo pico.
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Figura 8. Extracdo da galactana sulfatada do E. lucunter. O cromatograma representa uma das
passagens pela coluna DEAE-celulose e demonstra a absorbancia a 525nm das fragfes coletadas em
fungdo da molaridade do tamp&o de eluicdo para cada fragdo por onde se passou o produto da extracéo.
As fragdes coletadas estdo em destaque na figura.

Essas fragbes foram dialisadas e liofilizadas. Ressuspendemos o material seco na
concentracdo desejada e realizamos uma eletroforese em gel de agarose com a
finalidade de observar se as fragGes escolhidas tinham sido de fato purificadas. No gel

podemos observar que as quatro bandas referentes as fracGes estdo na mesma altura que
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o controle, permitindo inferir que o material proveniente do ouri¢co-do-mar realmente foi

purificado.

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose do pico dois das diferentes passagens pela
coluna DEAE celulose. Pft (padrdo de galactana); P(ev) padrdo antigo de galactana;
C1,C2,C3,C4 e C5 sao referentes ao pico dois de cada passagem na coluna de DEAE
celulose.

5.2 Isolamento das galactanas sulfatadas da ascidia Styela plicata

Os polissacarideos extraidos da ascidia com papaina foram purificados através da
cromatografia de exclusdo de tamanho numa coluna Sepharose 12, onde foram obtidas
diferentes fracdes. Ja foi demonstrado que através da extracdo podemos obter trés picos
diferentes (Pavdo MSG e Albano M, 1986), com trés compostos de diferentes pesos
moleculares onde a galactana é a primeira a ser eluida da coluna, ja que ela possui um
peso molecular de 100.000 Da enquanto os outros compostos 20.000 Da e 8.000 Da.

As diferentes fracbes foram submetidas ao teste de metacromasia com DMB,
onde pudemos confirmar a presenca dos picos descritos na literatura e outros que néo

foram descritos. As fracdes referentes aos menores e ultimos picos foram descartadas.
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Figura 10. Extracdo da galactana sulfatada da ascidia Styela plicata. O cromatograma representa
a absorbéancia a 525nm medido por metacromasia das fragdes coletadas utilizando a coluna de
superose 12, por onde se passou o produto da extragdo obtido da ascidia Styela plicata. As fracdes
coletadas estdo em destaque na figura.

Através desse grafico escolhemos as fracdes 27 a 34 (pico 1); 36 a 44 (pico 2)
48 a 55 (pico 3) e 57 a 61 (pico 4). Estas fragdes foram dialisadas e liofilizadas.
Fizemos um gel de agarose para verificar se a purificacdo da amostra realmente havia
acontecido. A concentracao aplicada no gel foi referente ao teste de metacromasia, onde
colocavamos 50ul de DMB em uma concentragdo crescente da galactana e
observavamos em qual concentracdo ocorria a mudanca de cor do DMB, esta
concentracéo era aplicada no gel.

No gel podemos observar que as quatro bandas referentes as fracbes estdo na
mesma altura que 0 nosso controle, o que nos permite inferir que 0 material proveniente

da ascidia foi purificado.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose dos picos coletados na cromatografia
de excluséo por tamanho. Onde Pd é padrdo de polissacarideos; F1, F2, F3, F4 sdo
as fragBes obtidas na cromatografia .
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5.3 Galectina-3 extracelular promove a migracao das células MDA-MB 231

Para dar inicio aos ensaios in vitro com os polissacarideos e a Gal-3, realizamos
um experimento piloto com a finalidade de definir uma concentracdo eficaz para 0s
experimentos a serem realizados com a galectina-3.

Nesse experimento foram utilizadas trés condicdes: controle negativo, 2ug/mL e
4ug/mL. As duas concentracdes de 2ug/mL e 4ug/mL foram escolhidas pois dados
anteriores obtidos por nosso grupo demonstraram que essas concentracdes levavam a
um nivel significativo de migracao.

O papel da Gal-3 extracelular na migragdo nestas condi¢des foi investigado
através do ensaio de migracdo em sistema transwell. As células migraram na presenca
ou auséncia das diferentes concentracbes de Gal-3, adicionadas ao compartimento

superior do inserto de transwell.
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Figura 12. Testes de concentracéo de Galectina-3. Efeito da galectina-3 na migracdo de células de
cancer de mama MDA-MB-231 por ensaio de transwell. A) Imagens representativas de cada
condigdo. As células utilizadas como referéncia para a contagem estdo em destaque na imagem. B)
Quantificacdo de células que migraram para a superficie inferior da membrana do sistema de
transwell sob tratamento com galectina-3 em trés concentragdes diferentes. Experimento realizado

em duplicata. (n=1).
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5.4 Ensaio de migracdo em sistema transwell

Tanto o efeito anticoagulante quanto o efeito anti-metastatico de polissacarideos
sulfatados podem ser encontrados em diversos trabalhos na literatura. O potencial anti-
inflamatorio destes compostos esta relacionado a acdo em diversos pontos durante o
recrutamento de leucdécitos para o local da inflamacgdo. Porém entre os mais importantes
estdo a inibicdo da ligacdo das selectinas nas celulas endoteliais, reduzindo o rolamento
de leucocitos (Cumashi et al., 2007; Proudfoot, 2006).

Os potenciais anticoagulante e antitrombotico das galactanas sdo, com certeza,
0s mais bem estudados. Isso ocorre devido ao fato da necessidade do desenvolvimento
de novos farmacos em funcdo do aumento da incidéncia de doencas relacionadas ao
sangue e ao coracao.

Diante disto resolvemos estudar os efeitos da galactana do Echinometra lucunter
frente & migracdo celular mediada por galectina-3 extracelular. Para isso utilizamos
células da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 na concentracdo de 1x10°

células e 4ug/mL de galectina-3 num experimento de migracao por 6 horas
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Figura 13. Experimento de migracdo em sistema transwell. A) Imagens representativas de cada condicdo. As
células utilizadas como referéncia para a contagem estdo em destaque na imagem. B) Quantificagdo de células que
migraram apos 6 horas para a superficie inferior da membrana do sistema de transwell na presencga ou auséncia de
galectina-3 e galactana do Echinometra lucunter em trés concentracBes diferentes como descrito nos materiais e

métodos. Experimento realizado em duplicata. (n=3)
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O grafico mostra a porcentagem de células migrantes em relacdo ao controle
negativo, onde cada simbolo faz referéncia a um dia de experimento, visto que 0 mesmo
foi realizado trés vezes. As condigdes foram as mesmas utilizadas no experimento do E.
lucunter.

Observando o grafico podemos verificar uma reducdo da migracéo celular apds
0 tratamento com galactana na concentragdo de 10pg/mL e 0,1pug/mL e um aumento na
concentragdo de 1pg/mL. Utilizamos o programa GraphPad Prism para verificar se o
resultado obtido possuia significancia estatistica e observamos a auséncia de
significancia.

Podemos observar também que o controle positivo obteve uma porcentagem de

migracdo bem similar ao controle negativo, assim como o controle de tratamento.

5.5 Ensaio de migracao em sistema transwell da galactana da Styela plicata

Trabalhos ja foram realizados demonstrando a agdo dos polissacarideos da
Styela plicata no cancer (Lee et al., 2007). Diante disso realizamos ensaios de migracédo
em sistema transwell para poder comparar o resultado das duas galactanas utilizadas no
trabalho.

O gréafico mostra a porcentagem de células migrantes em relacdo ao controle
negativo, onde cada simbolo faz referéncia a um dia de experimento, visto que 0 mesmo
foi realizado trés vezes. Observando o grafico podemos verificar uma reducdo da
migracdo celular apds o tratamento com galactana na concentracdo de 10ug/mL e um
aumento na concentracdo de 1ug/mL e 0,1 pg/mL. Porém esse resultado ndo mostrou
significancia quando comparado ao controle.

Podemos observar também que o controle positivo obteve uma porcentagem de

migracdo bem similar ao controle negativo, assim como o controle de tratamento.
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Figura 14. Experimento de migracdo. Efeito da galectina-3 na migracdo de células de cancer de mama
MDA-MB-231 por ensaio de transwell. A) Imagens representativas de cada condi¢do. B) Quantificacdo de
células que migraram para a superficie inferior da membrana do sistema de transwell na presenca ou
auséncia de galectina-3 e galactana da Styela plicata em trés concentragdes diferentes como descrito nos

materiais e métodos. Experimento realizado em duplicata. (n=3)
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5.6 Ensaio de peritonite aguda induzida por tioglicolato

Além da acdo antimetastatica, grande parte dos polissacarideos sulfatados
apresenta outras fungbes como antitrombdtica, anticoagulante e anti-inflamatdria. Na
inflamacg8o aguda a P-selectina é expressa no endotélio ativado dos vasos sanguineos
que irrigam a regido inflamada atuando no rolamento dos leucécitos no endotélio,
fazendo com eles diminuam a sua velocidade e assim possam extravasar do vaso e
chegar ate o tecido.

Quando a P-selectina esta inibida ela ndo é capaz de iniciar o rolamento dos
leucdcitos, o que atenua o infiltrado inflamatério no sitio da inflamacéo aguda.

O tioglicolato 4% foi injetado intraperitonealmente em camundongos C57/BL6,
apos a injecdo de 100ug da galactana do E. lucunter ou PBS na veia da cauda. Os
lavados peritoneais foram recolhidos ap6s 3 horas e, observou-se que essa galactana é
capaz de inibir significativamente a infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares para o

sitio da inflamagdo.
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Controle positivo
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e e e

—
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Figura 15. Peritonite aguda induzida por tioglicolato. Em (A) imagens do ensaio de peritonite aguda
onde no controle negativo foi injetado apenas PB; controle positivo foi injetado PBS mais tioglicolato
4% e no controle de tratamento foi injetado a galactana do ourigo-do-mar Echinometra lucunter mais
tioglicolato 4%, como descrito nos materiais e métodos. Em (B) quantificacdo da contagem de
leucdcitos polimorfonucleares (n=3).
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6 DISCUSSAO

Sabemos que a metastase é um processo altamente controlado onde as células
tumorais precisam ultrapassar diversas barreiras para conseguirem sobreviver e se
espalhar pelo organismo. Apesar da metastase acometer pelo menos 90% dos pacientes
gque morrem com cancer, este ndo é um processo féacil de se estabelecer (Valastyan e
Weinberg, 2011).

Diversos polissacarideos ja foram descritos como inibidores de selectinas, tendo
assim tanto efeitos antimetastaticos como efeitos anti-inflamatorios (Borsig et al.,2007a;
Kozlowski et al., 2011; Melo-Filho et al., 2010). Por possuirem essas aplicacdes eles
sdo estudados com a perspectiva do desenvolvimento de novas drogas que possam ser
utilizadas no mercado, principalmente em substituicdo a heparina. O problema da
heparina estd no fato dela ser extraida de uma fonte limitada (intestino de porco e
pulm&o de boi), e por ela ser extraida de mamiferos, ha uma maior possibilidade da
transmissdo de algum patdgeno ou de algum contaminante que também seja nocivo ao
ser humano (Aquino et al., 2010).

Devido a todas estas limitacbes da heparina, ja se vem, ha algum tempo,
estudando outras fontes de polissacarideos sulfatados. As principais fontes alternativas
de obtencdo desses polissacarideos em nosso laboratério sdo 0s organismos marinhos,
como algas e invertebrados.

Nos utilizamos nesse trabalho o ourigo-do-mar Echinometra lucunter e a ascidia
Styela plicata. Extraimos destes dois invertebrados acucares chamados de galactanas
sulfatadas. Estes acUcares possuem diferencas entre si, principalmente nas ramificacoes.
A galactana do ourico-do-mar € isolada do egg jelly (a matriz gelatinosa que recobre os
ovulos). Ja na ascidia, ela é isolada da tunica.

Como a sulfatacdo € um fator importante nas ligaces entre carboidratos e
galectinas (Carlow et al.,2009), decidimos realizar um experimento onde pudéssemos
comparar a acao dos polissacarideos na migracdo celular promovida pela galectina-3,
gue € uma lectina reconhecida por atuar na progressdo tumoral, tornando o céancer,
algumas vezes, mais invasivo.

Escolhemos o ensaio de migragdo em sistema transwell pois no primeiro

momento imaginamos ser 0 que mais se adequaria a nossa pergunta. Para isso
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realizamos um experimento piloto para definir a concentracdo de galectina-3 mais
adequada para usar nos experimentos, chegando a conclusdo que a melhor seria
4pg/mL.

O ensaio foi realizado utilizando diluicbes seriadas das galactanas para que
pudéssemos observar a concentragdo Otima de atuacdo da mesma. Ao quantificar o
ndmero de células migrantes com o tratamento com a galactana sulfatada do
Echinometra lucunter, chegamos a concluséo que ndo houve uma diferenca significativa
na porcentagem de migracdo em relacdo ao controle, mas podemos observar também
uma tendéncia de migracéo diferente da imaginada. Apesar das diferencas nao serem
significativas, na concentracdo de 1pug/mL houve um aumento na quantidade de células
migrantes quando comparamos a concentragdo de 0,1pug/mL, 0 que S sugere que a
galactana talvez tenha uma concentracdo Otima de atuacdo e que 10ug possa ser uma
concentracdo muito elevada da galactana, possivelmente levando as células a morte
(figura 11). Nos realizamos o ensaio de MTT com a finalidade de verificar a
citotoxicidade das galactanas, porém o resultado foi inconclusivo e optamos por nao
incluir nessa monografia.

Quando observamos a quantificacdo das células migrantes que foram tratadas
com a galactana da Styela plicata, podemos perceber um comportamento similar nas
concentracdes de 1pg/mL, 0,1ug/mL e o controle positivo (tratamento com a Gal3),
sugerindo assim que essas duas concentracdes utilizadas ndo sdo as melhores faixas de
atuacdo da galactana.

Taiga e colaboradores publicaram este ano que interacéo entre Gal-3 e glicanos
s6 ocorrem em condicGes apropriadas. Isso embasa ainda mais a possibilidade da
existéncia de uma concentracdo 6tima para o uso dos polissacarideos sulfatados, como
descrevemos a cima.

Podemos levantar também a hip6tese de que a galectina-3 ndo esteja funcional ja
que o controle positivo migrou de forma semelhante ao controle negativo. Para testar a
sua atividade, o ensaio mais indicado é o de hemaglutinacdo ( Talaga et al.2016) para
verificar se a galectina-3 realmente esta se ligando aos nossos compostos. Este ensaio
consiste em fazer uma solugéo utilizando a galectina e 0s nossos polissacarideos por um
tempo determinado e depois esta solucdo € tratada com lactose com a finalidade de
observar se a ligagcdo ocorrida é dependente de glicano. Assim, conseguiriamos verificar

Se 0S N0SS0S compostos conseguem interagir e se ligar a Gal-3.
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Com a finalidade de verificar uma outra via de inibicdo de lectinas realizamos
0 ensaio de peritonite aguda. Nesse experimento utilizamos, inicialmente, apenas a
galactana do Echinometra lucunter e observamos que o tratamento levou a uma
diminuicdo do infiltrado inflamatorio (figura 13).

O trabalho de Talaga ja citado a cima também mostra a interacdo da galectina-3
com GAGs sulfatados e proteoglicanos. Eles demonstraram que quando ocorre uma
modificagdo nesses compostos a galectina deixa de se ligar. Utilizando o experimento
de calorimetria eles conseguiram definir que a ligacdo entre 0 GAG e a Gal3 ocorre na
regido CRD da lectina.

Diante destes resultados, algumas consideragdes podem ser realizadas. Primeiro,
como uma perspectiva, precisamos realizar um teste de toxicidade das galactanas.
Precisamos saber em quais doses esses compostos sdo téxicos tanto in vivo como in
vitro. Verificar se o ensaio de migracdo em transwell € a melhor forma de responder a
nossa pergunta inicial e, em caso positivo, como podemos melhorar o mesmo. Um
importante experimento a ser realizado seria testar a agdo das galactanas sulfatadas no
ensaio de invasdo em transwell. Este ensaio € um pouco diferente do convencional visto
que se faz necessario a utilizacdo de matrigel no inserto, onde este iria mimetizar uma
matriz extracelular em que as células precisariam degradar para poderem migrar. As
condigdes a serem utilizadas seriam as mesmas de um transwell convencional. Por
ultimo, precisamos realizar o experimento de peritonite aguda com a galactana da Styela
plicata.

Como podemos observar, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas e
muitos experimentos a serem realizados. Por isso nosso laboratério vem desenvolvendo
algumas técnicas para expressar a galectia-3 em bactérias, com a finalidade de néo
ficarmos tdo dependentes da compra desta lectina. Esse trabalho ja esta bem avancado
necessitando apenas da purificacdo em coluna de lactose. Depois que ela estiver
purificada pretendemos realizar um ensaio de calorimetria onde iremos verificar sua
interacdo com GAGs, obtendo assim uma visdo mais real de como a galectina-3 age e
quais sdo as condicdes ideais para seu uso.

Assim pretendemos entender e responder algumas perguntas sobre a galectina-3
e encontrar fungdes biologicas dos polissacarideos sulfatados que trabalhamos em nosso

laboratorio.
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7. CONCLUSAO

Utilizamos duas galactanas sulfatadas que se diferem estruturalmente e testamos as
duas gquanto a interacdo com galectina-3 em um modelo de migracdo celular, porém os
resultados mostrados neste trabalho sugerem que existe uma concentracdo 6tima para a
utilizag&o destes compostos.

O modelo de peritonite aguda mostrou resultados positivos no tratamento com a
galactana sulfatada do Echinometra lucunter, demonstrando gque mesmo que esse
composto ndo tenha resultados na migracdo celular, ele pode ser utilizado como
componente anti-inflamatorio e potencialmente anti-metastéatico.

Ainda existem muitos ajustes a serem realizados na linha experimental, mas os
resultados obtidos foram satisfatorios mesmo ndo sendo 0 que esperavamos. VVamos
desenhar novamente os experimentos e repeti-los para confirmar todos os resultados

aqui demonstrados.
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