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RESUMO

O cancer gastrico (GC) esta entre as neoplasias que mais matam no mundo, fato que
estd associado a alta capacidade metastatica, elevada resisténcia as terapias
vigentes, recidiva e poucos avangos quanto a eficacia terapéutica. A capacidade
metastatica do GC estd associada ao seu microambiente tumoral, o qual é
responsavel por cooptar células do sistema imune para trabalharem em prol do
cancer, e dentre elas, destacam-se 0s macréfagos. Quando cooptados, 0s
macrofagos polarizam-se geralmente em macréfagos M2 e passam a secretarem
substancias pré-tumorais, que inibem o sistema imune e promovem o crescimento
celular. Dentre as substancias imunossupressoras reguladas pelos macrofagos, estao
as galectinas. A galectina-9 (Gal-9) é responsavel por inativar os linfécitos T,
impedindo-os de reconhecerem e orquestrarem uma resposta imune anti-tumoral.
Devido a essa problematica, derivados de galactosideos sao alvo de investigacao, a
fim de atuar como inibidores das galectinas. Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos de novos derivados de galactosideos sobre linhagem de
adenocarcinoma gastrico, bem como avaliar os efeitos da sinalizacdo paracrina
provinda de linhagens de neoplasia gastrica sobre a polarizacdo de macréfagos e a
expressdo de Gal-9. Para tal, novos derivados de galactosideos foram avaliados
guanto a citotoxicidade, a inibicdo da migracdo de células tumorais gastricas e ao
potencial inibidor da Gal-9. Os efeitos da sinalizacéo paracrina sobre a polarizacao de
macroéfagos e o perfil de expressao da Gal-9 foram avaliados por citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. Os resultados revelaram os derivados GaTzLapD e GaTzLau
como moléculas com potencial atividade inibidora da Gal-9 visto o perfil de interacao
molecular, bem como a promissora atividade anticancer destas moléculas conforme o
indice de seletividade e inibicdo da migracdo das células tumorais gastricas.
Outrossim, os fatores secretados pelas células tumorais gastricas induziram uma
maior taxa de polarizacdo de macréfagos M2 quando comparado ao controle. A
expressdo da Gal-9 foi induzida na linhagem KATO Il e reduzida na linhagem AGS
guando comparada ao controle. Diante dos resultados apresentados, conclui-se que
os derivados GaTzLapD e GaTzLau sao promissores quanto ao potencial de inibicao
da Gal-9 e a atividade anticancer e que os fatores secretados pelas células tumorais
gastricas induzem a polarizacdo de macrofagos M2 e regulam a expresséao da Gal-9.
Contudo, novos ensaios devem ser realizados a fim de elucidar melhor os achados.

Palavras-chave: Céancer gastrico. Galectina-9. Macrofagos associados ao tumor.

Derivados de galactosideos.



ABSTRACT

Cancer (GC) is among the capabilities that kill the most in the world, the fact that it is
associated with high metastasis, higher resistance to current therapies in relapse and
advanced advances in therapeutic therapy. The metastatic capacity of the GC is
associated with its tumor microenvironment, which is responsible for co-opting cells of
the immune system to work on behalf of cancer, and among them, macrophages stand
out. When co-opted, macrophages generally polarize into M2 macrophages and begin
to secrete pro-tumor substances, which inhibit the immune system and promote cell
growth. Among the immunosuppressive substances regulated by macrophages are
galectins. Galectin-9 (Gal9) is responsible for the lymphocytes and orchestration-
responsible-res of recognizing an antitumor immune-tumor response. Due to this
problem, results of galactosides are the subject of investigation, in order to act as
inhibitors of galectins. In this sense, the aim of this study was to evaluate the effects
of new galactos results on the gastric adenocarcinoma line, as well as to evaluate the
effects of gastric paracrine signaling in this sense, as well as to evaluate the effects of
gastric paracrine signaling on the polarization of macrophages and the expression of
Gal-9. For, new galactosides results were able to assess the severity of tumor cell
migration and Gal-9 inhibitors. The effects of paracrine signaling on macrophage
polarization and Gal-9 expression profile were evaluated by flow cytometry and
immunofluorescence. The well-known effects of GaTzLau activity as the potential
effect of Gal- activity seen the molecular interaction profile, as the effect of chemical
and promissory activity. Furthermore, factors secreted by gastric tumor cells induce a
higher rate of polarization of M2 macrophages when compared to control. The
expression of Gal-induced induced in the KATO Il strain and in the AGS strain when
conception went to control. Results presented, it is concluded that the results
GaTzLapD and GaTzLapD and GaTzLapD promise regarding the transformation
potential of Gal-9 and that the factors secreted by macrophages in front of Gal-9.
However, further trials should be performed in order to better elucidate the findings.

Keywords: Gastric cancer. Galectin-9. Tumoral microenvironment. Galactosides

derivatives.
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1. INTRODUCAO

O céancer € uma das doencas que causam mais mortes no mundo (TORRE et
al., 2017). Dentre os varios tipos de canceres, 0 gastrico se destaca, pois possui uma
alta taxa de mortalidade, recidiva e resisténcia quanto a terapia (RUAN et al., 2020).
Atualmente, a terapéutica de cancer gastrico se da através de quimioterapicos
compostos por: trastuzumabe, que € um anticorpo monoclonal para HER-2,

juntamente com cisplatina e fluoropirimidina (GELSOMINO et al., 2017).

No entanto, caracteristicas microambiente tumoral do cancer gastrico
permitem com que 0 mesmo se torne resistente aos métodos quimioterapicos e isso
se deve ao microambiente tumoral (do inglés, tumoral microenvironment TME)
(GELSOMINO et al., 2017., ROJAS et al., 2020). Mesmo diante desse cenario, poucos
avancos foram significativos quanto a terapéutica do cancer gastrico (WALDUM,;
SAGATUN; MJONES, 2017., PERICAY et al., 2019). O TME de tumores gastricos
possui caracteristicas Unicas, que permitem com que metastases se desenvolvam
com mais facilidade (ROJAS et al.,, 2020). Além disso, o TME é um ambiente
hipersensivel, sujeito a alteracbes moleculares refletem diretamente nas funcdes
neoplasicas, principalmente respostas inflamatorias (LV, BAO, LI, 2017; ZENG et al.,
2021).

Parte da composicédo celular do microambiente tumoral € constituida por
linfécitos T e macrofagos, e estes podem desencadear respostas inflamatorias
(FIGUEIREDO, 2019). Os macrofagos podem receber sinalizacdes moleculares das
células neoplasicas, e estas desencadeiam mudancas morfolégicas e fisioldgicas dos
macrofagos, num fendmeno denominado de polarizacdo (OYA; HAYAKAWA; KOIKE,
2020). Existem varias classes de macréfagos, no entanto, destacam-se as classes M1
e M2, que sao pré e anti-inflamatérias, respectivamente. A classe de macréfagos M1
secretam citocinas que ativam a cascata inflamatéria, como por exemplo: IL-1, IL-2,
IFN-y e TNF-a; enquanto que macrofagos da classe M2 secretam citocinas que ativam
a cascata anti-inflamatéria, como por exemplo: IL-4, IL-10, IL-13 e FTCB
(WOJDASIEWICZ; PONIATOWSKI; SZUKIEWICZ, 2014).

O crescimento do tumor esta associado as sinalizacbes anti-inflamatorias,
responsaveis por secretarem fatores de crescimento (OYA; HAYAKAWA. KOIKE,
2020). Nesse sentido, os macrofagos associados ao tumor (do inglés Tumor
Associated Macrophages TAMs) geralmente sdo do tipo M2 (OYA; HAYAKAWA;
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KOIKE, 2020; ROJAS et al., 2020). TAMs sé&o cooptados pelas células neoplasicas a
partir de sinalizacbes moleculares, que transformam os macroéfagos, fazendo-os
secretarem substancias pro-tumorais (ZENG et al., 2021). Essas substancias podem
ter a funcdo de crescimento e desenvolvimento tumoral, e até mesmo

imunossupressora (WANG et al., 2018).

As metastases gastricas geralmente ocorrem devido a secre¢des orquestradas
principalmente pelos TAMs, como por exemplo as ROS (do inglés: Reactive Oxigen
Species) (OYA; HAYKAWA; KOIKE, 2020; ZENG et al., 2021; JELIC et al., 2021). As
ROS sao responsaveis por tornar o meio inabitavel, num processo chamado de
estresse oxidativo (ZENG et al., 2021; JELIC et al., 2021). Com isso, as células
cancerigenas tendem a cometer suicidio celular, desprendendo-se da massa tumoral,
e causando novas metastases (JELIC et al., 2021). Entretanto, os TAMs também
realizam outras funcdes que propiciam ao desenvolvimento de novas metastases, e

estas ainda estdo sendo elucidadas.

As moléculas secretadas no TME sao de suma importancia para o crescimento
do tumor, visto que interferem nas relagcfes entre as células normais e neoplésicas
(WU et al.,, 2020). Dentre essas moléculas, algumas inibem o sistema imune,
promovendo a evasao do tumor ao mesmo (WANG et al., 2018., WU et al., 2020).
Com isso, o tumor progride sem ser reconhecido. Nesse sentido, células neoplasicas
tendem a estimularem secrecdes de moléculas imunossupressoras (WANG et al.,
2022). Em canceres gastricos, moléculas imunossupressoras como a PD-1 ja tem o
seu papel elucidado quanto a evasdo do cancer ao sistema imune (ZHANG et al.,
2018). No entanto, outras moléculas estdo sob investigacdo, como as galectinas
(WANG et al., 2018., TEO et al., 2021).

As galectinas sdo moléculas ja conhecidas quanto ao seu papel
imunossupressor, e sdo associadas ao mau prognéstico em outros tipos de canceres
(WANG et al., 2018; TEO et al., 2021). A galectina-9 ja tem o seu papel comprovado
guanto a sinalizacdo no microambiente tumoral no adenocarcinoma pulmonar e
osteossarcoma (WANG et al., 2018; LI et al., 2017). A gal-9 liga-se a imunoglobulina
mucina 3 (TIM-3), expressa em linfécitos T, induzindo a apoptose ou respostas
inflamatérias (RABINOVICH; ILARREGUI, 2009., YANG et al., 2021).
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A via galectina-9-TIM-3 inativa os linfocitos T, logo, a via representa um
mecanismo de evasao do cancer ao sistema imune (TEO et al., 2021). Nesse sentido,
0 aumento de linfocitos T TIM-3* em tumores gastricos € inversamente proporcional a
sobrevida do paciente (QIN et al., 2019). O bloqueio da via galectina-9-TIM-3 promove
a proliferacéo de células T e secrecao de citocinas (QIN et al., 2019). Além de interagir
com a TIM-3, a galectina-9 também interage com a dectina-1 expressa em
macrofagos, promovendo a reprogramacao dos mesmos em TAMs no microambiente
de adenocarcinoma gastrico (SAVADKAR et al., 2017; WANG et al., 2022).

Devido as distintas acdes exercidas pelas galectinas no microambiente tumoral,
inibidores derivados de galactosideos foram desenvolvidos, com o intuito de ampliar
as possibilidades terapéuticas contra o cancer (OROZCO et al., 2018; YANG et al.,
2021; ZHAO et al., 2021). Dessa forma, a inibicdo da galectina-9 ou dos seus ligantes
pode impactar diretamente na progressdo tumoral, pois além de bloquear a
proliferacdo tumoral, também pode promover a restauracéo a vigilancia imunoldgica,
pela reativacdo dos linfécitos T e macrofagos (OROZCO et al., 2018; YANG et al.,
2021; ZHAO et al., 2021). Diante do exposto, 0 presente estudo objetiva avaliar os
efeitos de secre¢des tumorais gastricas na polarizacdo de macréfagos, como também
na expressao de galectina-9. Além disso, busca testar o potencial inibitério por parte
de novos derivados de galactosideos frente as células de linhagens tumorais

gastricas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O CANCER GASTRICO

O céancer é a segunda causa de mortes em todo mundo, e dentre os tipos de
canceres, 0 cancer gastrico € o terceiro em taxa de mortalidade (TORRE et al., 2017).
Cerca de 90% dos casos de canceres gastricos no mundo estdo associados a
infeccBes primarias, causadas pela bactéria Helicobacter pilory (ALIPOUR, 2020). A
elevada taxa de mortalidade se deve a alta incidéncia e recidiva da doenca, somado
com o alto potencial metastatico (RUAN et al., 2020).

O desenvolvimento do céancer gastrico depende de varios fatores, que em
conjunto, resultam na doenca maligna (FUNES, 2018). Dentre esses fatores, se
destaca a evasao do cancer ao sistema imune (FUNES, 2018). Essa evasao permite
com que as células cancerigenas ndo sejam reconhecidas pelas células do sistema
imune dos individuos (FUNES, 2018., ZEESHAN, 2017). Em neoplasias gastricas,
esse mecanismo de evasao é desenvolvido, principalmente, a partir de interacdes
entre as células cancerigenas e outros tipos celulares que circundam o tumor
(incluindo células do sistema imune), compondo o chamado microambiente tumoral
(OYA; HAYAKAWA; KOIKE, 2020).

2.2 MICROAMBIENTE TUMORAL GASTRICO

O microambiente tumoral gastrico é composto tanto por células cancerigenas,
como por células do préprio organismo, tais como linfocitos, macréfagos, fibroblastos,
células dendriticas, entre outras (OYA; HAYAKAWA; KOIKE, 2020., WU et al., 2020).
Nele, substancias sdo secretadas tanto pelas células cancerigenas, como pelas
células circundantes (WU et al., 2020).

Nesse sentido, substancias secretadas pelo cancer cooptam as demais células
deste microambiente e inativam o sistema imune, enquanto que as células do
microambiente tumoral secretam substancias que promovem o crescimento do cancer
(FUNES, 2018). Como por exemplo, a cooptacdo de macrofagos, que quando
associados ao tumor (TAMs), secretam substancias pré-tumorais, como fatores de
crescimento (FUNES, 2018., NGAMBENJAWONG; GUSTAFSON; PUN, 2017). Como
também, a inativacado de linfécitos T, acarretando no n&do reconhecimento de células
tumorais pelo sistema imunolégico (SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

Os macrofagos sdo células do sistema imune inato, derivadas de mondcitos

circulantes, que quando chegam a um tecido, ativam-se, modificando-se em
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macréfagos (GENTEK; MOLAWI; SIEWEKE, 2014). A ativacdo dos macrofagos
depende diretamente dos estimulos recebidos, que influenciam na sua fisiologia e
morfologia (GENTEK; MOLAWI; SIEWEKE, 2014., VOGEL et al., 2014).

Quando ativados, os macrofagos se dividem em duas grandes classes, M1 e
M2, dependendo dos estimulos recebidos (VOGEL et al., 2014), esse fenbmeno é
chamado de polarizacdo de macrofagos. A classe M1 estd associada a processos
inflamatérios, e inibem o crescimento das células, enquanto que a classe M2 esta
associada a processos anti-inflamatérios e promovem o crescimento celular (OYA;
HAYAKAWA; KOIKE, 2020., ROJAS et al., 2020). Assim, macréfagos M1 inibem a
progressao tumoral, em contrapartida, macréfagos M2 promovem o crescimento do
cancer (ROJAS et al.,, 2020). Entdo, TAMs geralmente sdo do tipo M2 (OYA;
HAYAKAWA; KOIKE, 2020; ROJAS et al., 2020).

O microambiente tumoral gastrico é responsavel por secretar substancias que
cooptam os macrofagos, fazendo-os trabalharem para o tumor (VOGEL et al., 2014).
Os TAMs sdo uma das células mais importantes, referentes ao microambiente
tumoral. No cancer gastrico, os TAMs orquestram diversas secrec¢des (além de fatores
de crescimento), que podem induzir novas metastases, como € o caso das ROS
(JELIC et al., 2021). As ROS séao responsaveis por criar o chamado estresse oxidativo,
gue por sua vez sinaliza para as células cancerigenas que aquele ambiente € indspito,
fazendo com que as mesmas cometam suicidio celular e colonizem outras regides do
corpo (JELIC et al., 2021). Além disso, ao TAMs também secretam substancias que
inativam o sistema imune, como as galectinas (TEO et al.,, 2021). As galectinas
também podem se ligar ao receptor dectina-1, cooptando outros macréfagos, sendo
assim um efeito em cascata (TEO et al., 2021).

Os linfécitos T, por sua vez, sdo células do sistema imune adaptativo, e tem
como fungdo reconhecer antigenos/células tumorais, orquestrando a possivel
resposta do sistema imunoldgico (WANG et al., 2018). Nesse contexto, os linfocitos T
tém a funcdo de reconhecerem o tumor gastrico, e preparar uma resposta imunolégica
com a finalidade de extinguir o mesmo (WANG et al., 2018). No entanto, substancias
liberadas pelo tumor podem inibir a acdo dos linfécitos T (MIMURA et al., 2021). A
substancia mais conhecida, é a proteina PD-1, que interage com o receptor PD-L1,
provocando apoptose nos linfécitos T, inativando-os quando em contato com o
microambiente tumoral (SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018., MIMURA et al.,
2021).
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2.3 GALECTINAS E GALECTINA-9

As galectinas séo lectinas, pois possuem a capacidade de se ligar a moléculas
de carboidratos, e desempenham distintas funcdes fisiologicas, como promover
inflamacdes, respostas imunes, migracdo celular, autofagia e sinalizacdes
(JOHANNES; JACOB; LEFFLER, 2018). E estdo associadas a doencas cardiacas,
fiborose pulmonar e até mesmo varios tipos de canceres (JOHANNES; JACOB;
LEFFLER, 2018). As galectinas, ja tém o seu papel elucidado quanto a supresséo do
sistema imune (WANG et al., 2018., TEO et al., 2021), e séo expressas principalmente
por macrofagos. Originalmente, as galectinas tém o papel de frear a resposta
imunolégica exacerbada, evitando reacdes de hipersensibilidade (WAN et al., 2021).
Quando associadas ao microambiente tumoral, as galectinas tém o papel de inativar
o sistema imune (WAN et al., 2021), isto é, facilitar a evasao do tumor a vigilancia
imunologica. Nesse sentido, quanto maior for a secrecdo de galectinas no
microambiente tumoral, maior sera a progressao tumoral, e pior sera o progndéstico do
paciente acometido (WAN et al., 2021; WANG et al., 2018).

Dentre os tipos de galectinas, a galectina-9 se destaca pelo seu papel parecido
com a proteina PD-1, pois interage com o receptor Imunoglobulina Mucina 3 (TIM-3),
provocando a inativagdo dos linfocitos T (MANSORUNOV et al., 2021). Nesse sentido,
pesquisas envolvendo a expressao de galectina-9 no contexto do microambiente
tumoral vém sendo desenvolvidas (YANG et al., 2021), a fim de entender melhor como
funcionam os mecanismos de evasdo do cancer ao sistema imune. Quanto ao
adenocarcinoma pulmonar e osteossarcoma, a gal-9 ja tem o seu papel elucidado,
onde maiores concentracdes da molécula, no microambiente tumoral, significam um

mal prognostico ao paciente (WANG et al., 2018; LI et al., 2017).

2.4 A PROBLEMATICA DO CANCER GASTRICO

A elevada taxa de mortalidade relacionada a casos de neoplasias gastricas se
deve a alta incidéncia e recidiva da doenca, somado com o alto potencial metastatico
(RUAN et al., 2020). O unico tratamento considerado radical, € a remocdao cirurgica
da doenca, que quando associada ao diagnéstico precoce, quimioterapias e
radioterapias, proporciona uma taxa de sobrevida em 5 anos >95% (SONG et al.,
2017). No entanto, cerca de 80% dos casos da doenca séo diagnosticados de forma

tardia, dificultando ainda mais o processo terapéutico (SONG et al., 2017). Contudo,
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poucos avangos quanto a terapia do cancer gastrico foram instituidos até o presente
momento (PERICAY et al., 2019).

Devido a essa caréncia terapéutica, novos estudos, com diferentes moléculas
se mostram promissores, frente ao cancer gastrico. A inibicdo das galectinas talvez
represente uma boa opc¢do de estudo, visto que o seu papel € bem parecido com a
proteina PD-1, que ja tem o seu papel elucidado (WANG et al., 2018; TEO et al., 2021).
Teoricamente, a inibicdo das galectinas pode retomar a vigilancia imunoldgica, pois
assim os linfécitos T estariam ativos novamente, podendo reconhecer os antigenos
de células cancerigenas (TEO et al., 2021). Nesse sentido, a inibicdo das galectinas
pode representar um novo potencial terapéutico que ainda deve ser elucidado, e ndo
somente de neoplasias gastricas, mas também de outros tipos de canceres.

Com base nisso, inibidores derivados de galactosideos foram desenvolvidos,
em parceria com o professor José Ricardo Alves, da UFMG, com a finalidade de inibir
a acao das galectinas, e talvez proporem uma atividade anticancer.

De acordo com os fatos apresentados, o presente trabalho procura avaliar o
potencial dos novos derivados de galactosideos, em relagcdo a galectina-9 e a
atividade cancerigena; bem como avaliar os efeitos das secre¢des do microambiente
tumoral do cancer gastrico sobre a polarizacdo dos macréfagos e o perfil de expressao

da galectina-9.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos microambiente tumoral do cancer gastrico sobre a polarizacao
dos macréfagos e o perfil de expressado da Galectina-9, bem como avaliar o
potencial inibidor da Galectina-9 de novos derivados de galactosideos em modelo

celular de neoplasia gastrica.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Investigar o potencial de interacdo dos novos derivados de galactosideos,
frente a galectina-9;
3.2.2 Analisar a citotoxicidade dos novos derivados de galactosideos em PBMCs
e modelos celulares de neoplasia gastrica,
3.2.3 Avaliar os efeitos da sinalizacao paracrina de linhagens de cancer gastrico

sobre a polarizacado de macréfagos;
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3.2.4 Avaliar os efeitos da sinalizacdo paracrina de linhagens de cancer gastrico

sobre a expressao de galectina-9 em macrofagos;

4 HIPOTESES

4.1 Novas moléculas derivadas de galactosideos interagem com a galectina-9;

4.2 Novas moléculas derivadas de galactosideos possuem atividade anticancer frente
a linhagens tumorais de adenocarcinoma gastrico;

4.3 Substancias secretadas pelas células de linhagens tumorais de adenocarcinoma
gastrico induzem a polarizagdo de macréfagos;

4.4 Substancias secretadas pelas células de linhagens tumorais de cancer gastrico
regulam a expresséo de Gal-9 em macrofagos associados ao microambiente tumoral

do adenocarcinoma gastrico;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DERIVADOS DOS GALACTOSIDEOS

A sintese e caracterizagdo estrutural dos novos derivados de galactosideos
foram realizadas pelo professor José Ricardo Alves da Universidade Federal de Minas
Gerais (Quadro 1).

Quadro 1: Estrutura molecular dos derivados de galactosideos utilizados no estudo

Derivados M.M Massa Estrutura
(g/mol)
Galap 572,56 16,1 mg
GaTzlLap 653,63 14,9 mg
Ho QH NN 0
GaTzLapD 485,49 15,0 mg o |
L)
g W,
(0]
Aco OAC n=N 0
(e} /
N\/)—\O
GaTzlau 585,52 14,2 mg AcO O
OAc
o
o OH N=N 0
0 ,\/l\/)—\
Galau 417,37 | 14,7 mg HO 0 OO
OH
(0]
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5.2 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
Para andlise da polarizacdo dos macrofagos, expresséo intracelular de Gal-9 e
citotoxicidade, células mononucleares do sangue periférico (do inglés, Peripheral
blood mononuclear cells, PBMCs) foram isoladas a partir do sangue de doadores
saudaveis por centrifugacdo com Ficoll PagueTM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences).
Os PBMCs foram incubados com coquetel de isolamento de anticorpos (50uL/mL) e
coquetel de remogao de plaquetas (50uL/mL). As células monociticas e linfociticas
foram isoladas e cultivadas em placas de 6 pocos (108 células/1000 uL), em meio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bolvino Fetal
(Lonza), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
(Gibco) e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Foi adicionado GM-CSF aos
poc¢os, com o intuito de diferenciar os mondécitos em macréfagos, esperando assim de

cinco a sete dias. Estas células foram cultivadas em estufa de CO2 5% a 37°C.

5.3 CITOTOXICIDADE EM CELULAS NAO TRANSFORMADAS

Com a finalidade de testar a toxicidade dos derivados de galactosideos sobre
as células normais do corpo, as PBMC’s foram plaqueadas (5x10° células/poco) em
placas de cultura de 96 pocos e incubadas em estufa de atmosfera imida a 37°C com
5% CO2 durante 24 horas. Em seguida, os derivados de galactosideos foram
adicionados nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM e as placas foram incubadas
por 48 horas. O controle do veiculo (DMSO) foi adicionado nas concentracdes de 0,1
e 0,2%. Apoés 48 horas de incubagcdo com os novos derivados de galactosideos, 20
ML de MTT (3-4,5-dimetil-tiazol-il-2,5-difeniltetrazélio) foram adicionados a cada poco
e apos 3 horas 130 uL de SDS (do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate) 20% foram
adicionados para a dissolugéo dos cristais de formazan, guardando a reagao ao abrigo
da luz por 24 horas. Apds esse periodo, a leitura da densidade Otica foi realizada em
espectrofotdmetro no leitor de microplacas (EL808 - Biotek®) em absorbéancia de 570

nm.
5.4 MONTAGEM DA PLATAFORMA BIOSSENSORA

Em parceria com o laboratério BioNano, juntamente com o professor César
Augusto de Souza Andrade, visando avaliar o potencial inibitério de galectinas, pelos

derivados de galactosideos, foi feita a montagem de Plataforma Biossensora (Figura
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1): MBA 30mM + Fe304@Quitosana + GALECTNA + GALACTOSIDEO. A plataforma
em si constitui em: A) Acido 4-Mercaptobenzoéico (MBA) “30mM” (5 min); B) EDC NHS
(5 min) + Fe304@AQuitosana (5 min); C) Gluteraldeido 7% (5 min) + Galectina “1 ng”
(5 min); D) Galactosideo “15 mM” (GalLap / GaLau / GaTzLap / GaTzLapD / GaTzLau)
(5 min); E) Interagdo GALECTINA X GALACTOSIDEOS; F) A avaliag&o eletroquimica
utilizou Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impendéancia Eletroquimica
(EIS).

Figura 1: Esquema representando as etapas da montagem da plataforma
biossensora. Os processos 1, 2 e 3 representam a fixacdo das galectinas na
plataforma biossensora. Os processos 4 e 5 representam a adicdo e a ligacao dos
derivados de galactosideos as galectinas. O processo 6 evidencia a leitura do

potencial inibitério dos derivados de galactosideos.
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5.5 CITOTOXICIDADE EM CELULAS TUMORAIS

Com o intuito de testar a toxicidade dos derivados de galactosideos sobre as
células neoplasicas, as células tumorais da linhagem géastrica AGS foram plaqueadas
(1x10° células/poco) em placas de cultura de 96 pocos e incubadas em estufa de
atmosfera umida a 37°C com 5% CO: durante 24 horas. Em seguida, os derivados de
galactosideos foram adicionados nas concentracdes de 5, 10, e 50 uM e as placas
foram incubadas por 72 horas. O controle do veiculo (DMSO) foi adicionado na
concentracdo de 0,1%. ApOs 72 horas de incubagdo com os novos derivados de
galactosideos, 20 yL de MTT foram adicionados a cada poco e apés 3 horas 130 uL



25

de SDS 20% foram adicionados para a dissolucdo dos cristais de formazan,
guardando a reacdo ao abrigo da luz por 24 horas. Apds esse periodo, a leitura da
densidade dtica foi realizada em espectrofotdbmetro no leitor de microplacas (EL808 -

Biotek®) em absorbancia de 570 nm.

5.6 OBTENCAO DO MEIO CONDICIONADO

Visando simular a sinalizagéo paracrina que ocorre no microambiente tumoral,
decidimos coletar o meio utilizado na cultura celular das linhagens gastricas, donde
estdo as substancias secretadas pelas células cancerigenas. E para isso, as células
cultivadas para a obtencdo do meio condicionado 72h (MC72h) foram das linhagens
de adenocarcinoma gastrico AGS e KATO Ill, que foram descongeladas, expandidas
e incubadas por um periodo de trés semanas. Depois desse periodo de incubacéo o
sobrenadante foi recolhido, centrifugado a 800g por 3 minutos e filtrado com filtro de
seringa. Com isso, as secrecOes de fatores a partir das células neoplasicas sdo
obtidos e colocados sobre os macréfagos oriundos de PBMCs, com a finalidade de
simular o microambiente tumoral gastrico, onde as substancias contidas no MC72h,
gue foram secretadas pelo tumor transformardo as PBMCs em células associadas ao

tumor.
5.7 CITOMETRIA DE FLUXO

Para identificar a polarizacdo de macrofagos e a expressao intracelular de Gal-
9, as PBMCs foram plaqueadas em placas de 8 pocos, numa concentracdo de
2x108/poco. Em seguida, adicionamos o GM-CSF (0,5ul/mL), a fim de induzir a
diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos, e esperamos 5 dias. Apoés isso,
aplicamos os estimulos utilizados nos testes, sendo LPS e IFN-y para polarizar os
macrofagos em M1, e IL-4 e IL-13 para polarizar os macrofagos em M2,
Separadamente, também adicionamos o MC72h aos testes, por um periodo de 72h.
No total, 8 pocos foram utilizados, com as seguintes condicbes em duplicatas:
Controle negativo (sem estimulos); Controle com estimulos para M1 + M2; Macréfago
+ Meio Condicionado 72h; Macrofago + Meio Condicionado 72h + M1 + M2,
estimulando com LPS, IFN-y, IL-4 e IL-13. Concentracdes dos estimulos utilizadas:
LPS - 5ul/ml; IFN-y = 1ul/ml; IL-4 - 0,5uL/ml; IL-13 - 0,25ul/ml.

Numa camara de fluxo laminar, adicionamos a Acutase aos po¢os, incubando

por 10 minutos na estufa, a fim de deaderir as células. Apds isso, inativamos a Acutase
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com meio completo a 10% (RPMI + Soro Fetal Bovino), numa propor¢ao de 1:2,
respectivamente. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em tubos Falcon
de 15mL/poco e centrifugadas em 2000 RPM, 6 de ACC e 4 de DCC, por 5 minutos.
Por conseguinte, levamos os tubos para a sala da citometria, onde descartamos os
sobrenadantes contidos nos tubos e ressuspendemos o Pellet em 2 mL de PBS.
Entao, retiramos o conteudo dos tubos, passando para tubos de citometria, filtrando-
0s. Em seguida, duas sucessivas lavagens foram executadas, nas especificacbes
relatadas anteriormente. Apds a segunda lavagem, descartamos o sobrenadante, e
adicionamos os anticorpos de superficie celular para monécitos, macréfagos M1 e M2
(CD14 FIT-C, CD80 APC-A7 e CD206 PE, respectivamente), incubando por 20
minutos em local escuro. ApGs a incubacao, adicionamos 2mL de PBS, e realizamos
mais uma lavagem. Depois da lavagem, ressuspendemos em 300ul e levamos ao
citbmetro. Para a marcacgado intracelular de galectina-9, adicionamos 1mL de
Fixation/tubo e incubamos durante 45 min em local escuro. Apos isso, adicionamos
2mL de Permeabilization Buffer e centrifugamos novamente, seguindo as mesmas
condi¢des. Descartamos o sobrenadante e adicionamos o anticorpo para gal-9 (Gal-9
PerCP/Cy 5-5), incubando por 45 min em local escuro. Adicionamos mais 2mL de
Buffer, e realizamos mais uma lavagem na centrifuga. Descartamos o sobrenadante,
adicionamos 300ul de PBS e levamos ao citbmetro para avaliar a marcacao

intracelular de gal-9.
5.8 IMUNOFLUORESCENCIA

Para avaliar a expresséao celular de Gal-9, os macréfagos oriundos de PBMCs
foram plagueados em placas de 24 pocos, numa concentracdo de 2x10%poco. Em
seguida, adicionamos o GM-CSF (0,5ul/mL) a fim de induzir a diferenciacdo dos
mondcitos em macrofagos, e esperamos 5 dias. Apos esse tempo, adicionamos o MC
aos pocos (exceto controle negativo), esperando mais 72h antes de realizar a
imunofluorescéncia. O controle negativo consiste da adicdo de apenas o anticorpo
secundario, enquanto que o teste dispunha do anticorpo priméario e secundario,
descritos abaixo.

As células contidas nos pocos primeiramente foram fixadas com metanol e
acetona 22, numa proporc¢éao de 1:1 por 10 minutos a -20°C, e posteriormente lavadas
com PBS 1x. Depois, bloqueamos com PBS/BSA (Bovine Serum Albumin) 5%, por 1

hora. Posteriormente, adicionamos 50ul/poco do anticorpo primario (Gal-9 Rabbit
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Polyclonal - 1gG), diluido em PBS/BSA 0,5% 1:100, por 12-16 horas, em camara
Uumida. Apos esse tempo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS/BSA 0,5% por
10 minutos, e incubadas durante 1h com o anticorpo secundario: Anti-Rabbit
Polyclonal — IgG. Depois, marcamos 0s nucleos celulares, utilizando o DAPI, diluido
em PBS/BSA 5% 1:500, por 2 minutos. Em seguida, lavamos novamente oS pogos

com PBS/BSA 0,5%, e depois levamos ao microscopio para visualizagao.
5.9 TESTE DE MIGRACAO

A fim de identificar o potencial inibitério dos derivados de galactosideos sobre
as células cancerigenas, as células da linhagem AGS foram plaqueadas em placas
de 96 pocos, numa concentracdo de 2x10%poco. Entéo, as células foram incubadas
na estufa de atmosfera, por 24h. No dia seguinte, com uma ponta de ponteira P10,
fizemos dois riscos no assoalho dos pocos, para que as células fossem removidas,
expondo a area de migracao. Entdo, os pocos foram lavados com meio de cultura, a
fim de retirar os restos celulares que foram removidos pela ponteira, e 0 meio de
cultura foi renovado em cada poco. Juntamente com o0 meio, os derivados de
galactosideos foram adicionados aos pocos do teste, e uma foto da area de migracao
no momento O hora foi tirada em cada pogo. Por conseguinte, as células foram
incubadas novamente na estufa por 24h. Apds esse periodo, retiramos novamente as

fotos, no mesmo quadrante para avaliar as diferencas entre os pogos controle e teste.
5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os procedimentos experimentais foram repetidos pelo menos duas vezes e
apresentados como média + desvio padrao (dados paramétricos) ou mediana +
variacdo (dados ndo paramétricos). Foi realizado o teste sendo significativo valor e
p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Capacidade de interacédo dos derivados de galactosideos com as galectinas

Para avaliar a interacdo dos derivados de galactosideos Galap, Galau,
GaTzLap, GaTzLapD e GaTzLau (concentracdo de 15mM), as galectinas Gal-1, Gal-
3, Gal-4, Gal-7 e Gal-9, foram utilizadas como base na Montagem de Plataforma
Biossensora. Os resultados evidenciaram que em comparagdo com as galectinas 1,
3,4 e 7 (Fig 2A, 2B, 2C, 2D e 2E), a Gal-9 apresentou maior interacdo com 0s
derivados GalLap, GalLau e GaTzLapD (Figura 2). Como a Gal-9 é o objetivo do
presente estudo, apenas o ensaio pertinente a Gal-9 sera levado em consideracdo na
discusséo dos resultados.

Figura 2: Perfil de interac@o dos novos derivados de galactosideos com as galectinas
1(2A), 3(2B), 4(2C),, 7(2D), e 9(2E) a partir de plataforma biossensora.
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6.2 Avaliacdo da toxicidade dos derivados de galactosideos em células nao
transformadas

A analise da toxicidade frente as PBMC’s revelou diferencas entre os derivados
de galactosideos avaliados. Os derivados GalLau e GalLap foram os mais toxicos entre
os derivados avaliados apresentando os mais baixos valores de IC50 (Tabela 01). O
derivado GaTzLap apresentou toxicidade. Os derivados GaTzLau e GaTzLapD nao

apresentaram toxicidade frente as PBMC'’s.

Tabela 1: Citotoxicidade dos derivados de galactosideos, demonstradas pela

concentragdo do IC50, em células nédo transformadas.

Derivados de galactosideos PBMC’s (uM)
Galau <5+0,09
GaTzLau > 80
GalLap <4,08+0,3
GaTzLap <43,41 + 2,86
GaTzLapD >80

6.3 Avaliacdo da toxicidade dos derivados de galactosideos em células de

adenocarcinoma gastrico

A andlise da toxicidade frente ao modelo de cancer gastrico AGS revelou
diferencas entre os dois derivados de galactosideos considerados ndo téxicos no

resultado anterior. O derivado GaTzLapD foi o mais téxico entre os derivados
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avaliados, apresentando o mais baixo valor de IC50 (Tabela 2). O derivado GaTzLau

representou toxicidade moderada frente a linhagem de cancer gastrico.

Tabela 2: Citotoxicidade dos derivados de galactosideos, demonstradas pela

concentracdo de IC50, nas células da linhagem de cancer gastrico AGS.

Derivados de galactosideos AGS (uM)
GaTzLapD <216+19
GaTzLau <£31,8%+5,1

6.4 Avaliacdo da inibicdo do potencial de migracédo dos novos derivados

Por fim, decidimos fazer o teste de ensaio de ferida com o intuito de identificar
se 0s compostos GaTzLapD e GaTzLau inibem o potencial de migracédo das células
tumorais, nas concentragdes de IC50 obtidas anteriormente. Os achados revelaram
gue tanto o GaTzLapD quanto o GaTzLau inibiram o a migracdo das células tumorais
da linhagem AGS (Figura 3), evidenciado pela comparacdo entre as areas de
migracdo do poco controle (apenas células tumorais da linhagem AGS) com as areas
de migracao dos pocos com os derivados de galactosideos, apés 24 horas (Figura
3B).

Figura 3: Efeito dos derivados de galactosideos no potencial de migracdo da linhagem
gastrica AGS, nos momentos Oh (A, Be C) e 24h (D, Ee F).

Controle GaTzLapD GaTzlLau

Oh

24h
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6.5 Avaliacédo da polarizagdo de macrofagos, através da sinalizacdo paracrinade
fatores secretados por modelos celulares de neoplasia gastrica

Para avaliar a polarizacdo de macréfagos, a citometria de fluxo foi utilizada com
seus respectivos marcadores. A estratégia do gate (Figura 4) € a mesma para todos
0os testes contendo citometria. Os resultados evidenciaram que as substancias
secretadas pelas linhagens KATO Il e AGS, contidas no MC72h, promoveram uma
maior polarizacédo de macréfagos, em comparacdo com o controle, observado a partir
da diferenca entre os percentuais de polarizacao (Figura 5A e 5B). Além disso, 0s
fatores secretados pelas células cancerigenas, das duas linhagens, promoveram um
diferente perfil de polarizacdo de macréfagos, favorecendo a classe M2, observado
através da comparacao entre as condi¢cdes contendo o MC72h e a condicdo contendo

estimulos para M1 e M2.

Figura 4: Estratégia do gate utilizada para analise dos resultados da citometria de
fluxo no FACSDiva version 6.1.1
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Figura 5: Efeito do meio condicionado de linhagens tumorais gastricas sobre a
polarizacéo de macréfagos. (A: na linhagem KATO Ill) (B: na linhagem AGS).

Fig 5A: Efeito do meio condicionado da linhagem tumoral gastrica KATO Il sobre a
polarizacdo de macroéfagos.
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Fig 5B: Efeito do meio condicionado da linhagem tumoral gastrica AGS sobre a
polarizacdo de macrofagos.
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6.6 Avaliacdo da expressado intracelular de Gal-9, através da sinalizacéo
paracrina de modelos celulares de neoplasia gastrica

Com base nos resultados anteriores, decidimos avaliar também os efeitos das
substancias secretadas pelas linhagens KATO Il e AGS, na expressao intracelular de
Gal-9. Em relacdo a KATO Il (Figura 6A), as substancias contidas no MC72h
induziram uma maior expressao intracelular de galectina-9, evidenciada pela diferenca
percentual entre o controle e as condicbes contendo o MC72h. No entanto, na
linhagem AGS (Figura 6B), os fatores secretados pelas células cancerigenas inibiram
a expressao de galectina-9, quando comparamos a expressédo do controle com as
condi¢des contendo o MC72h; corroborado por testes estatisticos em CD14 e CD206
(Figura 7A e 7B), onde p= 0,0069 e 0,0171, respectivamente, pois p < 0,05 indica uma
diferenca significante para os testes. Verificou-se nas duas linhagens, que na
condicao contendo estimulos M1 e M2, a expressao de galectina-9 foi maior que em
todas as outras condicoes.

Figura 6: Efeito do meio condicionado de linhagens tumorais gastricas, na expressao
intracelular de galectina-9. (A: na linhagem KATO Ill) (B: na linhagem AGS)

Figura 6A: Efeito do meio condicionado da linhagem tumoral gastrica KATO Il sobre
a expressao intracelular de galectina-9.
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Figura 6B: Efeito do meio condicionado da linhagem tumoral gastrica AGS sobre a
expressao intracelular de galectina-9.
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Figura 7: Efeito do meio condicionado sobre a expresséao intracelular de Gal-9 na
linhagem AGS (estatistica). A, B e C representam a expressao de galectina-9 em
mondcitos, macrofagos M2 e macrofagos M1, respectivamente.
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6.7 Avaliacdo da expressao celular de Gal-9, na linhagem KATO Ill, por

imunofluorescéncia

Para a avaliagcdo da expressao celular de galectina-9, identificamos as

distingbes a partir da coloracao obtida ao microscépio. Na figura 8, verificamos que na

condicao controle (A, B e C), ha pouca galectina-9 celular, evidenciada pelo merge

(C) da marcacdo nuclear com o DAPI (A), com a marcacdo de galectina-9 (B).

Entretanto, na condicdo com o MC72h da linhagem KATO Il (D, E e F) ha uma maior

expressao celular de galectina-9, e o merge (F) entre a marcacéo nuclear (D) e a

marcacéo de galectina-9 (E) nos revela que a expressao da galectina-9 realmente se

da pelas células estimuladas com o MC72h, e ndo por algum outro fator.

Figura 8: Efeitos do MC72h sobre a expressao celular de galectina-9.
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De acordo com os resultados apresentados, os derivados GaTzLapD e de
GaTzLap sao moléculas promissoras quanto ao potencial de interacdo da Gal-9 e a
atividade anticancer frente as células tumorais gastricas. Outrossim, 0 meio
condicionado de linhagens de cancer gastrico induz a uma maior polarizacdo de
macrofagos, principalmente para a classe M2 dita pro-tumoral, e regula
diferentemente a expressdo de galectina-9 de maneira dependente do tipo de
adenocarcinoma gastrico.
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7 DISCUSSAO

A galectina-9 interage com a imunoglobulina mucina 3 (TIM-3), presente nos
linfécitos T, promovendo a sua inativagcdo (RABINOVICH, ILARREGUI, 2009; YANG
et al., 2021), assim como interage com a dectina-1, expressa em macrofagos, e essa
interacdo faz com que os macréfagos sejam reprogramados, tornando-se tolerantes
ao crescimento do tumor (SAVADKAR et al., 2017). No contexto tumoral, a inibicdo
da galectina-9 possivelmente permitiia com que o sistema imunologico fosse
reativado, passando a inibir o crescimento do tumor. Nesse sentido, o presente
trabalho buscou investigar a possivel interacdo entre os derivados de galactosideos
com a galectina-9, e a citotoxicidade dos derivados frente as PBMCs e a linhagem
tumoral AGS. Bem como avaliou os efeitos da sinalizacao paracrina de substancias
contidas no MC72h sobre a polarizacao de macréfagos, e o perfil de expressdo da
Gal-9 em modelo celular do microambiente tumoral de neoplasias gastricas.

Os resultados de citotoxicidade revelaram que os derivados GalLau e GalLap
sdo toxicos para as células de individuos saudaveis, o que indica que estes derivados
ndo sao opcbes a serem consideradas em estudos futuros, por apresentarem
toxicidade as células normais do organismo (OROZCO et al., 2018). GaTzLap, uma
molécula muito semelhante a GalLau, apresentou uma toxicidade moderada frente as
células ndo transformadas. Apesar de GalLau e GaTzLap possuirem a mesma
estrutura glicosidica e aglicosidica, diferem-se pela insercdo de um grupo triazol como
ligante entre essas estruturas no derivado GaTzLap, e provavelmente esta

relacionado com menor toxicidade.

GaTzLau e GaTzLapD nao apresentaram toxicidade para as PBMC’s.
Provavelmente, a ndo toxicidade por parte do derivado GaTzLapD, se da pela
substituicdo do acetoxi por uma hidroxila, na estrutura glicosidica, formando um D-
galactopiranosideo. Estudos comprovam que a presenca do D-galactopiranosideo
esta associada com o potencial inibitorio das galectinas (IURISCI et al., 2009). Isso
significa que tanto GaTzLau como GaTzLapD podem ser candidatos a alvos
terapéuticos promissores, caso seja elucidado a sua toxicidade em células
adenocarcinoma gastrico, pois ndo apresentaram toxicidade significativa para as
PBMC'’s.

A verificacao entre a relacéo de galectina-9 com os cinco diferentes derivados

de galactosideos se da pelas relacdes de resisténcia elétrica das moléculas utilizadas
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(NANDI et al., 2020). Os resultados revelaram que o derivado GaTzLapD apresentou
maior interacdo com a galectina-9, provavelmente devido ao seu grupo D-
galactopiranosideo discutido anteriormente. GalLau, GaLap e GaTzLau possuem 0
mesmo nivel de interacdo, enquanto que GaTzLau foi o derivado que apresentou
menor interagdo com a galectina-9. Fazendo um paralelo com o ensaio de
citotoxicidade frente as PBMCs, identificamos que o derivado GaTzLapD além de n&o
ser citotoxico, € a molécula com maior potencial de interacdo da galectina-9 dentre os
inibidores avaliados. GaTzLap também € um derivado que tem a capacidade de inibir
a galectina-9 (MANSORUNOV, 2021), mas € moderadamente toxico, provavelmente
por causa da insercdo do triazol entre as estruturas glicosidicas e aglicosidicas. E
dentre as moléculas ndo toxicas para as células, GaTzLau € a que tem 0 menor

potencial inibitorio para a galectina-9, revelado pela leitura da plataforma biossensora.

Por conseguinte, avaliamos os efeitos dos derivados de galactosideos
considerados ndo toxicos frente as PBMCs, no modelo celular de neoplasia géastrica.
O derivado GaTzLapD apresentou uma maior toxicidade frente a linhagem tumoral
AGS, provavelmente pelo seu grupo D-galactopiranosideo, o qual favorece a maior
interacdo com a galectina-9. GaTzLau também teve uma maior toxicidade frente a
linhagem neoplasica. No entanto, apesar de resultados promissores dos compostos
GaTzLapD e GaTzLau quanto a inibicdo da galectina-9 e da toxicidade frente as
células tumorais (NANDI et al., 2020), novos estudos precisam ser desenvolvidos para
avaliar o potencial de inibicdo desta galectina sobre as células tumorais gastricas e
dos macrofagos associados ao tumor. Por fim, os derivados GaTzLapD e GaTzLau
inibiram a motilidade da linhagem celular AGS, representando moléculas com
potencial terapéutico (MANSORUNOV, 2021). Apesar disso, novos estudos devem
ser feitos a fim de elucidarem a questdo de quais mecanismos estao envolvidos nessa

citotoxicidade por parte dos derivados de galactosideos.

Os macrofagos sdo extremamente necessarios na progressao tumoral, pois
sdo responsaveis pela secrecao de substancias pro-tumorais, seja inibindo o sistema
imune, seja promovendo o crescimento do cancer (DONGQIAN et al. 2019). O cancer
€ responsavel por cooptar células do sistema imune, e dentre elas, destacam-se os
macrofagos (MIMURA et al., 2021). Macréfagos associados ao tumor (TAMS)
geralmente séo do tipo M2 (MIMURA et al., 2021; OYA, HAYAKAWA, KOIKE, 2020;
ROJAS et al., 2020), devido as secrecbes das células neoplasicas. Nesse sentido,



39

verificamos se ha uma maior polarizacdo de macréfagos em mondcitos tratados com
0 MC72h de céancer gastrico. Como também se ha distincdo entre as classes de
macrofagos no microambiente tumoral do adenocarcinoma gastrico e nos controles.
Os resultados evidenciaram que ha uma maior diferenciacdo de macréfagos em
comparagado com os controles, indicando que no meio condicionado das linhagens
gastricas ha substancias que induzem a diferenciacdo de macrofagos (OYA,
HAYAKAWA, KOIKE, 2020). E também que ha uma polarizacdo distinta dos
macroéfagos, favorecendo a classe M2, corroborando com as propostas de (ROJAS et
al., 2020), provavelmente porque macréfagos M2 secretam substancias pré-tumorais,
como fatores de crescimento. Ademais, TAMs também secretam substancias

imunosupressoras, dentre elas, estdo as galectinas (MANSORUNOYV et al., 2021).

A galectina-9 é uma molécula secretada tanto por células normais, quanto por
células aberrantes, tais como células cancerigenas e TAMs (MANSORUNOYV et al.,
2021). No contexto do cancer, a secrecdo dessa molécula esta intimamente atrelada
a adaptacao do tumor ao sistema imunol6gico (MIMURA et al., 2021). Nesse sentido,
uma maior expressdo de galectina-9 no microambiente tumoral € diretamente
proporcional a taxa de crescimento do cancer (WANG et al., 2018). Com base nisso,
decidimos investigar se o0 meio condicionado das linhagens gastricas € capaz de
influenciar na expressdo de galectina-9 por parte dos macréfagos, visto que em
osteossarcomas e adenocarcinomas pulmonares essa expressdo ja € elucidada
(WANG et al., 2018; LI et al., 2017).

Os resultados revelaram que os fatores secretados pelas células tumorais
gastricas induzem a expressao da Gal-9 na linhagem KATO Ill e reduzem a mesma
na linhagem AGS quando comparado ao controle. E com base nisso, evidencia-se
gue no meio condicionado desta linhagem, h& substancias que induzem a secrecao
de Gal-9 pelos macréfagos. Mesmo se tratando de um mesmo tipo de cancer, no caso
adenocarcinoma gastrico, a doenca pode se comportar de formas diferentes, de caso
para caso (SUGIMURA, 2016). Nesse sentido, possivelmente o cancer gastrico da
linhagem AGS tenha outros mecanismos para evadir-se do sistema imune, um
exemplo seria a via PD-L1 (WANG et al., 2018), no entanto nao tivemos como avaliar
essa questdo. Uma das vias mais utilizadas na imunoterapia sédo as vias PD-L1 e
CTL4 (WANG et al., 2018), no entanto, outras vias devem ser levadas em

consideragdo para ampliar o leque terapéutico no combate ao adenocarcinoma
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gastrico. Isso nos faz refletir que uma nova opcéo terapéutica desenvolvida para inibir
a via da galectina-9 talvez seja promissora, entretanto, mais estudos devem ser feitos

para elucidarem essa questao no contexto do cancer gastrico.



41

8 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

v' Os derivados de galactosideos GalLau, GaLap e GaTzLap ndo representam
moléculas promissoras, pois sao toxicas para as células normais do organismo;

v' Os derivados de galactosideos GaTzLapD e GaTzLau representam moléculas
promissoras quanto ao potencial de inibicdo da Gal-9 e a atividade anticancer;

v' Os fatores secretados pelas linhagens celulares de cancer gastrico KATO Il e
AGS, tém a capacidade de polarizar macréfagos, favorecendo a classe M2;

v' Os fatores secretados pela linhagem celular de cancer gastrico KATO Il tém a

capacidade de regular positivamente a expressao intracelular de galectina-9;
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