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Resumo

Galectina-3 (Gal-3) pertence a uma familia de lectinas cujos membros reconhecem [3-
galactosideos. Sua expressdo estd associada a diferentes processos bioldgicos e patoldgicos,
tais como embriogénese, adesdo e proliferacdo celular, apoptose, splicing de RNAm,
modulacdo da resposta imune e neoplasias. Entre os tipos celulares que expressam Gal-3 estdo
os fibroblastos, macréfagos, subpopulacdes de neurdnios dos ginglios da raiz dorsal e
diferentes células tumorais. Estudos imuno-histoquimicos realizados em nosso laboratério,
mostraram a expresao de Gal-3 em balloon cells no cortex cerebral de pacientes com displasia
cortical focal IIB, tipo Taylor. Balloon cells sdo células anormais, grandes, que expressam
epitopos gliais e/ou neuronais. Outras malformacdes do desenvolvimento do cértex cerebral
também exibem balloon cells, tais como o complexo esclerose tuberosa (TSC) e a
hemimegalencefalia. O TSC € um disturbio autossdmico dominante associado a mutacao de
um dos dois genes supressores de tumor, 7SC/ e TSC2, os quais codificam as proteinas
tuberina e a hamartina, respectivamente. O TSC € caracterizado por varios sinais € sintomas
que inclue o desenvolvimento de tumores benignos, denominados hamartomas, em multiplos
Orgdos, incluindo os rins, pulmdes, coragdo e sistema nervoso central (SNC). As lesoes
neuropatoldgicas do TSC incluem nddulos subependimais, tuberes corticais, dreas de
hipoplasia cortical focal e heterotopia neuronal. Neste estudo, sec¢des de cortex cerebral de
pacientes com diagnostico de TSC foram incubadas com anticorpo anti-Gal-3 para analisar a
expressdo imuno-histoquimica desta lectina em malformacdes do cértex cerebral humano.
Nos dez casos estudados as lesdes cerebrais caracteristicas de TSC estavam presentes,
i.e..,tuberes corticais (TCs) multifocais e astrocitomas subependimérios de células gigantes. A
expressdo de Gal-3 nos TCs foi observada em astrdcitos reativos, microglia, balloon cells e

neur6nios dismorficos gigantes. Os astrocitomas subependimdrios de células gigantes



Resumq

(SEGAs) expressaram intensamente esta lectina. Nossos resultados sugerem que a expressao
de Gal-3 em neurdnios citomegalicos dismorficos e em balloon cells encontradas nos tecidos
de pacientes com TSC poderia estar envolvida em mecanismos que incluem proliferacio e
sobrevivéncia celular destas células andmalas, dentre outros processos. A expressao de Gal-3
em TSC contrasta com a sua auséncia no tecido cortical cerebral normal. Deste modo, Gal-3
poderia ser utilizada como um marcador para diagnostico histopatoldgico, como ferramenta
para o estudo desta patologia e para o conhecimento das acdes desta proteina nas células alvo

e fluidos bioldgicos.
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ABSTRACT

Galectin-3 (Gal-3) belongs to a family of lectins whose members recognize -
galactose. Its expression is associated with different biological and pathological processes
such as embryogenesis, adhesion and cell proliferation, apoptosis, mRNA splicing,
modulation of immune response and cancer. Among the cell types that express Gal-3 are
fibroblasts, macrophages, subpopulations of neurons of dorsal root ganglia and different
tumor cells. An immunohistochemical study performed in our laboratory, showed the
expression of Gal-3 in balloon cells on cortex of patients with focal cortical dysplasia IIB,
Taylor type. Balloon cells are abnormal cells, large, expressing glial and/or neuronal epitopes.
Other malformations of the development of the cerebral cortex also exhibit balloon cells, such
as tuberous sclerosis complex (TSC) and hemimegalencephaly. TSC is an autosomal
dominant disease associated with mutation of one of the tumor suppressor genes, TSC1 and
TSC2, which encode the proteins tuberin and hamartin respectively. TSC is characterized by
the development of benign tumors called hamartomas in multiple organs, including kidneys,
lungs, heart and central nervous system (CNS). The neuropathological lesions of TSC include
subependimais nodules, cortical tubers, cortical areas of hypoplasia and neuronal heterotopia.
In this study, cortex of patients diagnosed with TSC were incubated with anti-gal-3 antibodies
to examine the imunohistochemical expression of this lectin in malformations of the human
cerebral cortex. In the ten cases studied the characteristics of TSC brain lesions were present,
tubers cortical (TC) and subependimal giants cell astrocytomas (SEGAS). The expression of
gal-3 in TCS was observed in reactive astrocytes, microglia, balloon cells and giant
dysmorphic neurons. The SEGAs, located near the anterior and mesial part of the ventricular
system, were also marked by this lectin. Our results suggest that the expression of gal-3 in

dysmorphic giants neurons and balloon cells found in tissues of patients with TSC may be
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involved in among others cellular mechanisms that include cell proliferation and survival of
these anomalous cells. The expression of gal-3 in TSC contrasts with its absence in normal
cerebral cortical tissue. Thus, Gal-3 could be used as a marker for histopathologic diagnosis
and as a tool for the study of pathology through biophysical methods and immunoaffinity, to

the knowledge of the actions of this protein in target cells and biological fluids.
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Galectina-3

Galectina-3 (Gal-3) € uma proteina de 29- a 35-kDa da familia galectina de lectinas
animais, cujos membros reconhecem especificamente -galactosideos (Barondes et al., 1994).
Essa proteina consiste de um dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) localizado na
por¢dao C-terminal da molécula seguido por um dominio rico em glicina ¢ um dominio N-
terminal constituido de aproximadamente 30 residuos de aminodcidos (Probstmeier et al.,
1995).

Essa lectina possui um extenso sitio de ligacdo, o qual pode acomodar grandes
oligossacarideos tais como os polilactosaminoglicanos (Knibbs et al., 1993). Estudos
descreveram a N-acetil-lactosamina (LacNAc, GalB1,4(3)GLcNAc) como o principal ligante
de Gal-3 (Agrwal et al., 1993). A interacio de seu CRD com carboidratos ligantes ¢é
acompanhada por uma mudanca conformacional e uma reorganizagdo préxima ao sitio de
ligagdo (Agrwal ef al., 1993). Além disso, uma fosforilagio na posicio Ser’ da Gal-3 afeta sua
afinidade por actcares ligantes (Mazurek et al., 2000). A maioria dos fosfatos presentes na
Gal-3 sdo encontrados na Ser® (Huflejt et al., 1993). Cowles e colaboradores (1990) relataram
a presenca de ambas as formas de Gal-3, fosforilada (pI 8.2) e ndo-fosforilada (pI 8.7), em
fibroblastos 3T3 de camundongos. Os autores encontraram a Gal-3 fosforilada (PI 8.2) no
citoplasma e no nucleo, enquanto que a forma nao-fosforilada foi encontrada exclusivamente
no citoplasma. Esses resultados sugeriram a necessidade da fosforilacdo para transportar a
Gal-3 para dentro do nucleo. A fosforilacdo reduz consideravelmente sua habilidade de se
ligar aos seus ligantes, porém sua habilidade de ligacdo pode ser totalmente restaurada pela
defosforilacdo da Gal-3 (Mazurek et al., 2000).

A Gal-3 é fortemente expressa no citoplasma. Dependendo do tipo e estado de

proliferacdo celular, essa lectina pode ser detectada no ntcleo, na superficie celular ou no
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ambiente extracelular (Krzeslak & Lipinska, 2004). Papéis bioldgicos da Gal-3 sdo definidos
por sua localizacdo celular; portanto, devido a sua complexa distribuicdo subcelular nio €
possivel especificar uma tnica fungdo precisa da Gal-3. Sua expressdo estd associada a
diferentes processos bioldgicos e patoldgicos, tais como embriogénese, adesdo e proliferacao
celular, apoptose, splicing de mRNA, colonizacdo de bactérias e modulagdo da resposta
imune e neoplasias (Krzeslak & Lipinska, 2004).

A localizacdo intracelular de Gal-3 estd conectada com seu papel na regulacdo de
splicing de pré-RNAm nuclear e protecdo contra apoptose (Krzeslak & Lipinska, 2004). Lin e
colaboradores (2002) descreveram o papel da Gal-3 nuclear na regulacdo da transcricdo
génica. A Gal-3 induz a ativagdo da ciclina D1 e de fatores de transcricao.

A localizacdo de Gal-3 na superficie da célula sugere sua participagdo na adesdo
célula-célula e célula-matriz (Krzeslak & Lipinska, 2004), na sinalizacdo celular (Dumic et
al., 2006) e no desempenho de atividades sobre células da imunidade. Com relacio a esse
ultimo aspecto, a Gal-3 exerceria um papel em eventos proprios de processos inflamatoérios
tais como ativacdo de mastdécitos (Liu, 1993) e de neutréfilos (Almkvist & Karlsson, 2004) e
regulacdo da producdo de fatores de crescimento e citocinas (Krugluger et al., 1997,
Bernardes et al., 2006). A Gal-3 extracelular exibe numerosos efeitos autdcrinos e paracrinos
(Dumic et al., 2006). Além de mediar a adesdao celular, Gal-3 afeta vérios processos
bioldgicos tais como manuten¢do da homeostase celular, reacdes imunes, organogénese e
angiogénese, invasao tumoral e metastase (Van den Brile et al., 2004).

Entre os tipos celulares que expressam Gal-3 estdo os fibroblastos, macréfagos,
subpopulagcdes de neurdnios dos ganglios da raiz dorsal e diferentes linhagens de células
tumorais (Probstmaeier, 1995). A expressdo de Gal-3 também estd relacionada com a
progressdo neopldsica de cancer de cabeca e pescogo, cancer de tiredide, cancer gistrico e

cancer de colon (Akahani et al., 1997).
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Estudos recentes sugerem que a Gal-3 possa inibir a apoptose através de interacdes
com carboidratos ou com a proteina antiapoptética Bcl-2. Esta proteina foi identificada, in
vivo, como a primeira molécula citosélica ligante de Gal-3 (Yang et al., 1996). Foi encontrado
um dominio na regido C-terminal da Gal-3 com uma seqii€éncia homologa a do dominio BH1
da familia de proteinas Bcl que contém o motif NWGR, o qual € responsdvel pela atividade
anti-apoptotica do Bcl-2 (Akahani et al., 1997). Yang et al. (1996) demonstraram que a Gal-3
pode interagir com Bcl-2 de uma maneira lactose-inibivel. Esse achado € inesperado visto que
Bcl-2 ndo € uma glicoproteina. A ligagdo da lactose com a Gal-3 pode induzir uma mudanca
conformacional na sua regido motif NWGR, o que impede sua interacdo com Bcl-2 (Krzeslak
& Lipinska, 2004). O mecanismo molecular pelo qual a Gal-3 regula a apoptose induzida por
diferentes agentes permanece desconhecida. No entanto, é possivel que esta lectina possa
substituir ou mimetizar a proteina Bcl-2 (Krzeslak & Lipinska, 2004).

Bcl-2 € uma proteina localizada no exterior da membrana mitocondrial. Ela regula a
apoptose bloqueando a liberacdo de citocromo ¢ pela mitocondria (Zornig et al., 2001).
Estudos recentes demonstraram que a Gal-3 transportada para o interior da mitocondria, com
a mitocondria localizada préximo a membrana perinuclear, inibe a liberacao de citocromo c e
a ativacdo da via de caspases (Yu et al., 2002). Assim, Gal-3 regula a apoptose associada a
mitocOndria, em adi¢ao a Bcl-2 (Matarrese et al., 2000).

Por outro lado, a Gal-3 extracelular atua principalmente como um fator pré-apoptético
(Lee et al., 2003). Estudos sugerem que a Gal-3 promove paradas em diferentes pontos do
ciclo celular, dependendo do estimulo apoptético. Porém, o mecanismo preciso de sua acdo
ainda ndo € claro (Dumic et al., 2006).

Pesheva e colaboradores (1998) evidenciaram que a Gal-3 serve como um substrato
para adesdo celular e crescimento de neuritos através da interacdo de seu CRD com

glicoproteinas e/ou glicolipideos localizados na superficie celular. Apds lesdo de nervo
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periférico, a Gal-3 € supra-regulada intra- e extra-celularmente nas células de Schwann e
parece estar envolvida no processo de fagocitose dessas células (Reichert et al., 1994).

Van den Brile e colaboradores (1997) estudaram a expressdo de Gal-1 e Gal-3 durante
o primeiro trimestre de embriogénese humana, através de imuno-histoquimica e Western
blotting e encontraram expressdo de Gal-3 na mucosa intestinal, musculo cardiaco, epiderme
e notocorda. No sistema nervoso central somente fibras nervosas foram fortemente marcadas
por Gal-3, assim como nucleos de neur6nios do ginglio da raiz dorsal, que continuam
expressando esta lectina na fase adulta. A expressdo de Gal-3 nesses neurdnios € dependente

do fator de crescimento neural (NGF) (Pesheva et al, 2000).

Malformacoes do Desenvolvimento do Cortex Cerebral

A organizacdo final das camadas corticais € o resultado de uma série de processos
encadeados de desenvolvimento pré-natal. Os principais processos envolvidos sdo: (a)
proliferacao de células indiferenciadas no neuroepitélio; (b) migracdo de neuroblastos; (c)
sinaptogénese, (d) diferenciacdo celular, interacdo célula-célula, e) apoptose, entre outros.
Perturbacdes de alguns desses processos, tais como defeito genético ou influéncia nociva do
meio ambiente, resultam em malformacdes do desenvolvimento do cértex cerebral (MDC)
(Tassi et al., 2002). As MDC foram reconhecidas patologicamente desde o final do século XX
(Sidman & Rakic, 1973). As MDCs sao definidas como um grupo heterogéneo de transtornos
anatomicos corticais focais ou difusos, cujas caracteristicas patoldgicas dependem
principalmente do momento e localizacio em que o distirbio ocorreu durante o
desenvolvimento (Barkovich et al., 1996).

Estudos neuropatoldgicos de tecido cerebral humano identificaram diversas mudancgas
celulares e da arquitetura cortical. Uma patologia em particular foi descrita primeiramente por
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Taylor e colaboradores em 1971, denominada displasia cortical focal (DCF). Ela ¢é
caracterizada por desorganizacdo da laminacdo cortical, heterotopia neuronal, citomegalia e
dismorfismo neuronal, sem balloon cells (Tipo IIA) ou com balloon cells (Tipo IIB) (Palmini
et al., 2004). As balloon cells sdo células caracterizadas especificamente por uma membrana
alterada, citoplasma opaco e eosinofilico € um ou mais ntcleos excéntricos. Estas células sdo
geralmente numerosas e agrupadas principalmente na transi¢do branca-cinzenta (Tassi et al.,
2002). Nas DCEF tipo IIB as balloon cells sao elementos diagndsticos da doenca e apresentam
expressdo de marcadores gliais e/ou neuronais (Shick et al., 2007). Esta caracteristica
imunocitoquimica sugere que as balloon cells sejam derivadas da maturacdo incompleta de
células tronco neuroepiteliais durante os primeiros estagios do desenvolvimento (Mizoguchi
et al., 1998). A etiologia e patogenia molecular da DCF IIB (com balloon cells) ainda
permanecem desconhecidas (Fauser et al., 2004). As balloon cells também podem ser
observadas em outras MDC, tais como tiberes corticais (esclerose tuberosa) ou

hemimegalencefalia (HME) (Fauser et al., 2004).

Complexo Esclerose Tuberosa (TSC)

O complexo esclerose tuberosa (TSC) é uma doenca autossdmica dominante
caracterizada pelo desenvolvimento de tumores benignos, denominados hamartomas, em
multiplos 6rgdos incluindo os rins, pulmdes, coracdo, pele e sistema nervoso central (SNC)
(Holmes & Stafstrom, 2007). A doenca estd associada a mutacdo de um de dois genes
supressores de tumor, 7TSCI e TSC2, os quais codificam tuberina e hamartina,
respectivamente (Jozwiak et al., 2000). Algumas caracteristicas do TSC podem estar
presentes ao nascimento, enquanto que outras complica¢des tendem a se desenvolver mais

tarde (Roach & Sparagana, 2004).
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As manifestacdes clinicas do complexo esclerose tuberosa (Pan et al., 2004) em
diferentes 6rgdos sdo:

e cérebro: tuberes corticais, nddulos subependimarios, astrocitomas subependimarios de
células gigantes (SEGAS);

e olhos: hamartomas e astrocitomas retinianos;

e coracdo: rabdomiomas cardiacos;

® rins: angiomiolipomas benignos, angiomiolipomas malignos, cistos, carcinoma de
célula renal;

¢ pulmdes: hiperplasia pneumocitica micronodular multifocal;

e face: méculas hipomelandéticas, fibroma sub- ou peri-ungueal, angiofibromas faciais;
e comportamento: retardo mental, desordem bipolar, autismo.

Os mecanismos genéticos e bioldgicos do TSC nao sdo simples. Por essa razdo seu
diagnéstico pode ser desafiante (Roach & Sparagana., 2004). Em 1998, um painel de
especialistas revisou e estabeleceu os critérios diagndsticos para TSC (Tabela 1) e seus
mecanismos moleculares e genéticos (Roach et al., 1998). As caracteristicas clinicas do TSC
sdo classificadas em maiores e menores. As caracteristicas maiores incluem os sinais que
possuem um alto grau de especificidade para o TSC, j4 as caracteristicas menores S30 menos
especificas (Holmes & Stafstrom, 2007). A presenga de duas caracteristicas maiores ou uma
maior mais duas menores constitui um diagnéstico de “TSC definitivo”, enquanto que uma
caracteristica maior € uma menor indicam o diagnéstico de “TSC provéavel”. Uma
caracteristica maior ou duas ou mais menores indicam “T'SC possivel” (Roach & Sparagana,
2004). O critério diagndstico revisado tem sido amplamente difundido e tem-se mostrado de

grande utilidade para o diagnéstico de TSC (Roach & Sparagana, 2004).
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Tabela 1 - Caracteristicas para diagnostico do complexo esclerose tuberosa

Caracteristicas maiores

Caracteristicas menores

1. Taberes corticais

1. Muiltiplas orificios no esmalte dentario

2. N6dulos subependimaérios

2. Hamartomas retais

3. Astrocitomas subependimérios de

células gigantes (SEGAS)

3. Cistos 0sseos

4. Méculas hipomelanéticas (tr€s ou mais)

4. Linhas de migracdo radial na substancia

branca cerebral

5. Shagreen patch

5. Fibromas gengivais

6. Angiofibromas faciais ou placas na

testa

6. Hamartoma nao renal

7. Multiplos hamartomas nodulares renais

7. Pequenas dreas acromdticas na retina

8. Fibromas ndo traumadticos ungueais ou

peri-unguais

8. Lesdes em “confete” na face

9. Rabdomioma cardiaco, tunico ou

9. Muiltiplos cistos renais

Introducao

multiplo

10. Linfangiomiomatose pulmonar e/ou

angiomiolipomas renais

Holmes & Stafstrom (2007).

Caracteristicas neurologicas do TSC

O envolvimento neurolégico no TSC produz normalmente os sintomas mais severos
da doenca, incluindo crises epilépticas, retardo mental e autismo (Erbayat-Altay et al., 2007),
embora ocorram pacientes com TSC com pouco ou nenhum comprometimento neuroldgico
(Roach & Sparagana, 2004). A severidade das disfuncdes intelectuais varia de disfungdo
cognitiva minima a retardo mental profundo. Autismo e varios distirbios do comportamento
incluindo hiperatividade, agressividade e psicose sdo comuns, ocorrendo como sintomas €
sinais isolados ou em combinac¢do com epilepsia ou déficit intelectual (Hunt et al., 1993).

As lesdes neuroldgicas resultam, provavelmente, de migracao neuronal prejudicada e
de proliferacdo anormal (Roach & Sparagana., 2004). Uma hipétese seria que a migracao de
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células neuroepiteliais primitivas para o cortex, as quais conservam um potencial para mitose,
resultaria na proliferacdo de células dismorficas dentro do cértex (Huttenlocher & Wollman,
1991). As lesdes neuropatoldgicas do TSC incluem nédulos subependimarios, hamartomas
corticais, dreas de hipoplasia e displasias corticais focais e heterotopia neuronal.

Um taber cléssico € uma lesdo displédsica de um giro cortical cerebral que possui uma
superficie rigida e nodular ao tato, e ocorre frequentemente no dpice de um giro (Roach &
Sparagana, 2004). Ele contém balloon cells, que exibem epitopos neuronais e/ou gliais,
neurOnios gigantes dismorficos, sugerindo sua origem nos primeiros estidgios do
desenvolvimento (Holmes & Stafstrom, 2007). As caracteristicas histopatoldgicas do tuber
cortical incluem regides corticais com hamartomas, morfologia celular anormal, neurdnios
displasicos, células gigantes (citomegalia), neurdnios heterotdpicos, arborizacdo dendritica
anormal, proje¢des axonais anormais e prolifera¢do astrocitdria (Holmes & Stafstrom, 2007).
Muitos desses neurdnios de morfologia anormal s3o células estreladas ou multipolares ndo
caracteristicas do cortex normal (Huttenlocher & Wollman, 1991). O coértex cerebral
adjacente aos tiberes encontra-se, em geral, histologicamente normal. Os tiberes corticais sao
formados durante o desenvolvimento fetal, representando um distirbio da proliferagdo neural
que se manifesta entre a sétima e a décima segunda semana da gestacado humana (Barkovich et
al., 2005). O ndmero e a localizacao dos tdberes corticais representam a variabilidade de
fenétipos observados em pacientes com TSC (Holmes & Stafstrom, 2007).

Crises epiléticas ocorrem em 75% a 90% dos pacientes com TSC e freqiientemente
iniciam-se nos primeiros anos de vida como espasmos infantis (Curatolo et al., 2002).

Clinicamente, os tdberes s3o frequentemente identificados como focos
epileptogénicos, os quais necessitam de ressec¢do cirtrgica em pacientes com TSC e epilepsia

refratdria (Gomez, 1988 apud Crino et al., 1996). Miltiplos mecanismos podem estar
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envolvidos, mas ultimamente, acredita-se que as crises originam devido a um desequilibrio
entre excitagdo e inibicdo em determinadas regides corticais (Holmes & Stafstrom, 2007).

Os SEGAs sdo tumores benignos constituidos de uma proliferacdo de células em
forma de fuso assim como de células gigantes, tipo baldo, com citoplasma eosinofilico
(Hirose et al., 1995). Eles ocorrem tipicamente na primeira ou segunda década de vida e estdao
localizadas geralmente na parede dos ventriculos laterais ao nivel dos ganglios basais (Lopes
et al, 1996). Esses tumores podem aumentar causando sintomas tais como aumento da pressao
intracraniana, déficits neuroldgicos ou maior severidade de crises epilépticas (Torres et al.,
1998). Nodulos subependimérios sdo adjacentes a parede ventricular e projetam-se
caracteristicamente para o limen ventricular. S30 mais comuns nos ventriculos laterais e
ocorrerem com maior freqii€éncia nas regides anteriores (Roach & Sparagana, 2004).

Estudos imuno-histoquimicos realizados por AR Martins e colaboradores
(comunicagdo pessoal) com tecido cortical de pacientes com displasia cortical focal 1IB, tipo
Taylor, demonstraram neur6nios dismorficos e balloon cells marcados com Gal-3.

As similaridades histopatoldgicas e neuro-radioldgicas entre DCF-Taylor IIB e TSC
sugerem uma relacao entre a forma “frustrada” de TSC com a DCF-Taylor IIB (Becker et al.,
2002). Sendo assim, o objetivo deste estudo € analisar se estas células anormais presentes no

TSC também expressam Gal-3.
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Objetivo

OBJETIVO

Tecidos provenientes de ressec¢do cortical de pacientes submetidos a tratamento
cirdrgico de epilepsia ndo-controlada por medicamentos podem permitir o estudo das
caracteristicas morfolégicas e imuno-histoquimicas de patologias associadas a malformacado

do desenvolvimento cortical. Sendo assim, propomos:

1) Verificar a expressdo da lectina Gal-3 no coértex cerebral de pacientes com

diagnoéstico de Complexo Esclerose Tuberosa, utilizando técnicas de imuno-

histoquimica e western blott.
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Materiais e Métodos

Materiais e Métodos

Grupos experimentais

Amostras de dez resseccdes corticais de pacientes submetidos a cirurgia para

tratamento de epilepsia de dificil controle foram obtidas no Hospital das Clinicas da

FMRPUSP (Tabela 2). Os tecidos de nove pacientes com diagndstico de complexo esclerose

tuberosa (Tabela 2, caso 2-10) e um cavernoma (Tabela 2, caso 1), foram fixados em

formalina 4% (peso/volume) em tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7.4, por até 2 dias,

desidratados com etanol, diafanizados com xileno e incluidos em parafina. Sec¢des com 6 pm

de espessura foram cortadas em micrétomo modelo RM 2065 (Leica) e colocadas em 1aminas

revestidas com gelatina e cromalumem (Baker) para uso imuno-histoquimica ou em laminas

silanizadas para coloracdes especiais.

Tabela 2. Caracterizacao clinico-cirirgica dos casos estudados. F, feminino; M,
masculino; a, anos; m, meses; D, direito; E, esquerdo.

Caso | Sexo | Idade a cirurgia Tipo de cirurgia/ Regiao/Lado Classe Engel
1 F 20 a Craniotomia/temporal/E NA
2 M 03 a Quadrantectomia posterior/temporal/E I
3 F 03 a Lesionectomia/frontal/D I
4 M 10 m Hemiesferectomia/hemisfério/E I
3 F 11m Lesionectomia/frontal/D I
6 M 02 a Lobectomia/frontal/E I
7 F 3a5m Lesionectomia/parietal/D I
8 F 17 a Lobectomia/occipital/E I
9 M 07 a Lesionectomia/parietal/D I
10 M 09 a Lesionectomia/frontal/D I
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Coloracao com hematoxilina e eosina (HE) e pelo método de

Bielschowsky

Seccdes parafinizadas de tecido cerebral foram colocadas em laminas revestidas com
3-aminopropil(trimetoxi)silano (Sigma) e coradas por HE e pelo método de Bielschowsky
(Mirra et al., 1993) para diagndstico. Apos a coloragdo, as sec¢Oes foram desidratadas em

etanol, diafanizadas em xilol e montadas sob laminula com Permount (Fisher).

Recuperacao da antigenicidade

A recuperacdo antigénica foi realizada conforme descrito por Martins et al. (1999) e
Zanardo et al. (1997). As laminas com as seccoes de tecido desparafinizadas foram colocadas
em jarros de Coplin imersas em 800 ml de tampao citrato de sédio 10 mM, pH 6,0 e tratadas
por dois periodos de 5 minutos seguido de dois outros de 4 minutos cada, com poténcia
nominal 900 watt em aparelho de microondas NN-5668 (Panasonic). Antes de dar
continuidade a técnica de imuno-histoquimica, houve uma pausa para que o tampao contido

nos jarros Coplin voltasse a temperatura ambiente.

Imuno-histoquimica

As seccoes (6 um) tratadas para recuperagdo antigénica foram incubadas em solucao
de H,O; 4,5 vol. % em tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7.4, contendo NaCl 0,9% (p/v)
(PBS) para bloqueio da atividade da peroxidase endégena.

A recuperagdo antigénica foi realizada conforme o procedimento anteriormente
descrito. Apo6s resfriamento, as sec¢Oes foram incubadas com tampao Tris-Glicina 0,1 M, pH
7,4, por 30 minutos e em seguida com tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,4, contendo: NaCl

0,45 M, Triton X-100 0,3% (v/v), soro de jumento inativado 1:6 (v/v) (tampao de bloqueio)
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durante 4 horas, para bloqueio dos grupamentos aldeido livres € para minimizar a interacao do
anticorpo primdrio com sitios de ligacdo inespecifica no tecido, respectivamente.

Para a rea¢do imuno-histoquimica foi utilizado os seguintes anticorpos primdrios: IgY
anti-Gal-3 diluido em tampao de bloqueio a 1:100 (v/v), coelho anti-GFAP bovino (Dako
70334) diluido em tampao de bloqueio a 1:1.000 (v/v) e anti-NeuN (MAB 377) diluido em
tampao de bloqueio a 1:100. Nas sec¢des utilizadas como controles do experimento, houve
omissdo do anticorpo primdrio que foi substituido por tampdo de bloqueio. A incubagdo
ocorreu por aproximadamente 14 horas e em seguida as sec¢des foram lavadas com tampao B
[tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,4 contendo: NaCl 0,45 M e Triton X-100 0,3% (v/v)].
Os anticorpos secunddrios empregados para detec¢do dos anticorpos primdrios foram IgG de
coelho anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma A9045) diluido a 1:100 (v/v) em tampao de
bloqueio, porco anti-IgG de coelho (Dako E0353) diluido a 1:200 (v/v), e coelho anti-rato
biotinilado (Z0354) diluido a 1:200. O anticorpo primario IgY anti-Gal-3 foi pré-adsorvido por
trés horas a temperatura ambiente com diferentes concentracdes de Gal-3 e Gal-1 para
confirmar sua especificidade. Para essa reagdo foram utilizadas Gal-3 (cedido gentilmente por
E. S. Bernardes) nas concentragdes de 0,137ug/ul, 0,48ug/ul e 4,4ug/ul; e galectina-1 (cedido
gentilmente por E. S. Bernardes) na concentraciao de 0,49ug/ul, ambas diluidas em tampao de
bloqueio contendo o anticorpo primdrio. A detec¢do foi baseada na reacdo da peroxidase,
utilizando-se H,O, e 3,3’-diaminobenzidina (DAB). A reacdo foi interrompida com H,O
destilada. As sec¢des foram entdo desidratadas com etanol (Merck), diafanizadas em xilol
(Merck) e montadas sob laminula com Permount (Fisher). Todos os procedimentos foram
realizados a temperatura ambiente, exceto o da recuperacdo antigénica.

A andlise das seccdes foi feita em microscopio optico Jenamed 2 (Carl Zeiss) e lupa

SZH10 (Olympus) e as microfotografias em microscopio 6ptico BX60 (Olympus).
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Preparacao das amostras para SDS-PAGE e Western blot

Para estes experimentos utilizamos amostras de Gal-3 e tecido de cortex cerebral de
um paciente normal. O tecido procedente de autépsia foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido. Apds o congelamento, o tecido foi armazenado em freezer a -80°C para
posterior homogenizagdo e preparo das amostras. Imediatamente antes do uso, o tecido foi
retirado do freezer, pesado e homogenizado (10% p/v) em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7.4,
na presenca de inibidores de proteases: etilenodiaminatetracetato di-sédico (EDTA) 10 mM,
benzamidina 1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,3 mM e aprotinina 0,3uM. A
homogenizagdo foi realizada em copo Potter-Elvehjem (2 ml) com pistilo de teflon. Foram
feitas 10 incursdes do pistilo, em banho de gelo. As amostras de Gal-1, Gal-3 e tecido cortical
foram diluidas 4:1 (v/v) em tampao de Laemmli (Laemmli e Favre, 1973) modificado
[tampao Tris-HCI 0,075 M, pH 6.8, contendo glicerol 1,5% (v/v), SDS 1,5% (p/v), azul de
bromofenol 0,001% e B-mercaptoetanol 5%], agitadas vigorosamente e fervidas durante 4

minutos antes da aplicacao no gel.

6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida, Sistema SDS-PAGE

As amostras de Gal-3 e tecido cortical obtidas para SDS-PAGE e Western blot foram
aplicadas em gel de poliacrilamida com gel de empilhamento a 5% e gel de separagdo a 8%,
segundo o método descrito por Laemmli e Favre (1973). O gel de empilhamento consiste em
tampao Tris-HC1 0,126 M, pH 6,8 contendo N, N, N°, N’ tetrametilenodiamina (TEMED)
0,125% (v/v), persulfato de amdnio 0,063% (p/v), SDS 0,1% e acrilamida-bisacrilamida 5%
(p/v). O gel de separagdo € composto de tampao Tris-HC1 0,378 M, pH 8,8 contendo TEMED

0,125% (v/v), persulfato de amdnio 0,063% (p/v), SDS 0,1% e acrilamida-bisacrilamida 8%

(p/v).
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Foram aplicados 10ug de Gal-3, e 11 pg do homogenizado do cortex cerebral em cada
poco do gel de empilhamento. O controle positivo do anticorpo anti-Gal-3 empregado foi a
proteina Gal-3 (10ug). O gel foi colocado numa cuba para eletroforese preenchida com
tampao Tris 25 mM e Glicina 190 mM, contendo SDS 0,1%. A eletroforese foi conduzida a
10 mA durante a corrida na regido de empilhamento do gel e a 15 mA durante a corrida na

regido de separagdo, durante aproximadamente 2 horas e 30 minutos.

7. Eletrotransferéncia

Ap6s a eletroforese, as proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (HyBond C Extra, Amersham), de acordo com o
procedimento estabelecido por Towbin et al. (1979). O gel foi colocado em contato com a
membrana num conjunto formado sucessivamente por: placa acrilica, esponja, papel de filtro,
gel, membrana de nitrocelulose, papel de filtro, esponja e placa acrilica. A transferéncia foi
conduzida sob voltagem constante de 30 V durante 2 horas, numa cuba para transferéncia, em
tampao Tris 25 mM e Glicina 190 mM, contendo SDS 0,1% (p/v) e etanol 18,75% (v/v).

A seguir, a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau S (USB) 5% (p/v),
diluido em 4cido tricloroacético (Merck) 3% (p/v) durante 30 minutos e lavada com uma
solucdo descorante [4cido tricloroacético 3% (p/v)] para visualizagdo e marcagdo das bandas

referentes aos padrdes de peso molecular utilizados.

8. Western blot

ApOs secagem, a membrana de nitrocelulose foi lavada com tampdo de lavagem
[tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1% (v/v)] e

submetida ao bloqueio de sitios de ligacdo inespecifica com tampao de bloqueio [tampao de
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lavagem contendo leite em p6 desnatao (Molico) 10% (p/v)] durante 2 horas. Em seguida, foi
realizada a incubacdo com o anticorpo rato anti-Gal-3 diluido 1:1000 (v/v) em tampdo de
bloqueio durante 2 horas. O controle negativo foi obtido pela omissdo do anticorpo primério,
que foi substituido por tampdao de bloqueio. Apds lavagens com tampdo de lavagem a
membrana foi incubada com o anticorpo secunddrio anti-rato IgG conjugado com peroxidase
(Jackson Imunno Research Laboratories) diluido 1:2000 (v/v) em tampdo de bloqueio durante
1 hora. Ao término da incubac¢do a membrana foi lavada com tampao de lavagem e tampao
Tris-HC1 50 mM, pH 7,6. A revelacgdo foi feita pela reagdo da peroxidase, utilizando-se H,O»
e 3,3’-diaminobenzidina (DAB). A reagdo foi interrompida com H,O destilada. O imunoblot

revelado foi digitalizado foi digitalizado utilizando-se scanner (HP Scanjet 8350).
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Resultados

Nove pacientes portadores do complexo esclerose tuberosa e epilepsia resistente a
medicamento foram submetidos a cirurgia para tratamento de epilepsia no Hospital das
Clinicas da FMRPUSP (Tabela 2). Os achados neuropatoldgicos foram compativeis com os
diagndsticos clinico e por imagem e consistiram de tuberes corticais (TC) multifocais e
astrocitomas subependimarios de células gigantes (SEGA), grau I pelos critérios da
Organizac¢do Mundial Saude (OMS).

A especificidade do anticorpo anti-Gal-3 foi testada utilizando-se Western blotting e
imuno-histoquimica. O anticorpo anti-Gal-3 reconheceu a banda de Gal-3 (Figura 1A). A pré-
incubacdo do anticorpo anti-Gal-3 com Gal-3 recombinante (rGal-3) aboliu o reconhecimento
da Gal-3 pelo anticorpo, a julgar pelos experimentos usando Western blotting (Figura 1B). O
anticorpo anti-Gal-3 nio reconheceu galectina-1 recombinante (ndo mostrado aqui). O
anticorpo anti-Gal-3 reconheceu uma banda presente em homogenizado de cortex cerebral
humano macro e microscopicamente normal proveniente da exérese do lobo temporal
esquerdo para prover acesso a cavernoma na regido temporal inferior esquerda (Tabela 2, caso
1), que exibiu a mesma migracdo eletroforética que a Gal-3 recombinante (Figura 1C); esta
marcacdo foi abolida por pré-incubacgdo do anti-Gal-3 com Gal-3 recombinante (Figura 1 D).
As membranas de nitro-celulose para as quais foram transferidos Gal-3 recombinante e
homogenizado de cértex cerebral humano e que foram processadas com omissao do anticorpo

primdrio ndo exibiram bandas (Figuras 1E, F, respectivamente).
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. b
Figura 1. O cértex cerebral humano contém Gal-3 detectavel mono-especificamente pelo
anticorpo galinha anti-Gal-3 humana recombinante em Western blotting. O anticorpo galinha anti-
Gal-3 (diluido 1:20, vol/vol) detectou rGal-3 (11 pg) (Fig. 1A) e sua pré-adsor¢do com Gal-3 (55 pg)
aboliu a detec¢do da lectina recombinante (Fig. 1B). O anticorpo anti-Gal-3 (diluido 1:20, vol/vol)
detectou uma tnica banda de Gal-3 em coértex cerebral humano (17.5 pg proteina) (Fig. 1C) e sua pré-
adsorcdo com 55 pg de Gal-3 aboliu a deteccdo da lectina (Fig. 1D).

A deteccdo imuno-histoquimica de Gal-3 foi estudada quanto a especificidade da
reacdo. O anticorpo anti-Gal-3 marcou intensamente o nucleo e o citoplasma de células
abalonadas, de astrdcitos gigantes e de células fusiformes em vérias, mas ndo em todas as
regides da sec¢do, indicando heterogeneidade de expressdo da Gal-3 pelas células tumorais
(Figura 2A). A pré-incubacdo do anticorpo anti-Gal-3 com rGal-3 na concentracido de 0.14
pg/ul reduziu substancialmente a marcacdo citoplasmdtica e menos acentuadamente a
marcacao nuclear (Figura 2B). J4 a pré-incubacdo do anticorpo anti-Gal-3 com Gal-3 na
concentracdo de 0.48 pg/ul reduziu apreciavelmente as marcacdes citoplasmdtica e nuclear
pelo anticorpo anti-Gal-3 (Figura 2C). A expressdo de Gal-3 ndo foi detectada quando se
omitiu o anticorpo primdrio durante a revelacdo das laminas (Figura 2D), indicando que os
métodos imuno-histoquimico e de deteccdo foram especificos. Tomados em conjunto, os
resultados obtidos em Western blotting (Figura 1) e imuno-histoquimica (Figura 2) indicam a

especificidade da deteccdo de Gal-3 em tecido humano proveniente de pacientes com
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esclerose tuberosa submetidos a cirurgia para tratamento de epilepsia resistente a

medicamento foi especifica.

Figura 2. A deteccio de Gal-3 em seccoes de tecido cerebral humano é especifica (caso 6).
Observa-se intensa marcagao citoplasmdtica e nuclear de células gigantes e de células fusiformes com
anticorpo anti-Gal-3 (A), que foi progressivamente reduzida por pré-adsorcdo do anticorpo primario
com concentragdes crescentes de rGal-3 (B, 0,48 pg/ul; C, 4,4 pg/ul). A omissdo do anticorpo anti-
Gal-3 (controle negativo, D) aboliu a detec¢c@o de Gal-3. A-D, aumento original, X10.

Tecido cortical cerebral proveniente de um paciente submetido a cirurgia para
resseccado de cavernoma na regido temporal inferior e de nove pacientes com complexo
esclerose tuberosa, portadores de epilepsia refratdria a medicamento, que incluiram dois
astrocitomas subependimadrios de células gigantes (Tabela 1), foram corados por hematoxilina
& eosina (HE), por prata pelo método Bielschowsky e analisados quanto a expressao de Gal-
3, proteina glial fibrilar acidica (GFAP) e NeuN.

Os TC foram lesdes nodulares firmes e freqiientemente calcificadas no cortex cerebral.
Histopatologicamente exibiram laminacdo cortical anormal com perda da organizacdo colunar
(Figura 3A, B), citomegalia com dismorfismo neuronal (Figuras 3B, C), nimero varidvel de

células grandes com citoplasma eosinofilico homogénio e nicleo excéntrico e em muitas
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delas nucléolo grande e conspicuo (Figuras 3B, C, D), semelhantes as balloon cells que
ocorrem na displasia cortical focal tipo IIB, também chamada displasia cortical focal de
Taylor. Essas balloon cells exibiram coloragdo castanho dourada tipica quando coradas por
prata pelo método de Bielschowski (Figura 3F, G) e também foram observadas em regiodes
corticais externas aos tuberes. Nas regides dos TC foi observado borramento da transi¢cao
entre as substincias cinzenta e branca (Figura 3A). Grande quantidade de calcificacdo foi
notada, tanto na substancia branca (Figura 3E) quanto na substincia cinzenta. Gliose intensa
foi vista na maioria dos casos (Figura 3A, B). Observou-se heterotopia neuronal com aspecto

nodular e gliose em trés dos casos (Figura 3C, D).

Figura 3. Caracteristicas histopatologicas das lesoes corticais nos casos de esclerose tuberosa
estudados (caso 8: A, B, C, D e G; caso 2: E e F). A, tuber cortical exibindo displasia e perda da
organizacao colunar cortical, com gliose mais intensa na lamina I, HE; B, tiber cortical com neurdnios
gigantes dismorficos e balloon cells, HE; C, neuronios gigantes dismorficos e balloon cells na
substancia branca cortical, HE; D, balloon cells caracteristicas, HE. E, numerosas calcificacdes na
substancia branca. F, neurénios gigantes dismérficos e balloon cells (cor castanho-dourado), coloracdo
por prata. G, numerosas balloon cells na transicdo cinzenta-branca, coloracdo por prata. Barras: A,

400 pm; B, C, E, F, 100 pm; D, G, 50 pm.
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GFAP foi intensamente expressado em dreas de gliose/heterotopia nodular e
especificamente na lamina cortical I (Figura 1A). Nas dreas de gliose predominaram células
com morfologia de astrécitos ativados (Figura 4B). Pequeno nimero de células com
caracteristicas morfoldgicas de balloon cells expressaram GFAP pouco intensamente (Figura

4C); a maioria dessas células ndo expressou GFAP (Figura 4D).

Gt 3 , R

Figura 4. Expressao de GFAP nos casos de esclerose tuberose estudados (caso 8: A, B e D; caso
3: O). A, tiiber cortical exibindo gliose intensa na ldmina I e em regides nodulares no cortex cerebral,
nota-se numerosas células GFAP positivas; inset, mostrando outro caso de gliose na regido da lamina I
em tiber cortical. B, regido de gliose nodular correspondente a um dos ndédulos em A exibindo
numerosos astrécitos reativos. C, balloon cell positiva para GFAP. D, numerosas balloon cells
negativas para GFAP. Barras: A, 400 pm; B, 100 um; C, D, 50 um. ()ptica Nomarski: B, C, D.
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A expressdo de NeuN permitiu confirmar que regides corticais vizinhas as dos tiberes
exibiram morfologia normal, com preservacio das estruturas laminar e colunar (Figura 5A).
Balloon cells tipicas (Figura 5B) e neurOnios citomegélicos dismérficos (Figura 5C)
expressaram NeulN, porém a maioria das balloon cells nao expressou NeuN (Figuras 7B, C).

Regides heterotopicas expressaram NeuN (Figuras 5D).

@

Figura 5. Expressao de NeulN nos casos de esclerose tuberosa estudados (caso 8: A-C; caso 3: D).
A, cortex cerebral com estruturas laminar e colunar normais. B, balloon cells marcadas e ndo
marcadas pelo anticorpo anti-NeuN. C, neur6nios citomegalicos dismoérficos. D, regido heterotépica.
Barras: A, D, 400 um; B, C, 50 um. A-D, éptica Normarski.

A Gal-3 foi expressa com maior intensidade nos enovelados glidticos corticais (Figura
6A) e nas heterotopias neuronais (Figura 6B), mas ndo em regides corticais vizinhas aos
tuberes, porém com estrutura normal (Figura 6C). Balloon cells expressaram Gal-3 no nucleo
(Figura 6D), no citoplasma (Figuras 6E, F) ou, alternativamente, ndo a expressaram (Figuras

6D, E, F).
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Figura 6. Expressio de Gal-3 em tiiberes e heterotopia corticais de pacientes portadores de
esclerose tuberosa (caso 8: A e D; caso 3: B, C, E e F). A Gal-3 foi expressa em nédulos corticais
glidticos (A) e em heterotopia corticais (B). C, o cértex cerebral normal ndo expressou Gal-3. Balloon
cells expressaram Gal-3 no ndcleo (D), no citoplasma (D, E, F), em ambos (D) ou ndo a expressaram
D, E). Células com morfologia semelhante a de astrdcitos ativados expressaram Gal-3 com
intensidade varidvel (E, F). Barras: A, B, 400 um; C, 100 pm; D, E, F, 50 um. A-F, 6ptica Nomarski.

%

Os SEGAs estavam localizados na regido subependimdria dos ventriculos cerebrais
laterais. A populacdo tumoral foi constituida por células fusiformes e epitelidides grandes e
por células gigantes, eosinofilicas, com um ou mais ntcleos excéntricos, semelhantes a
balloon cell (Figuras 7A, B). Estas células exibiram disposi¢do espiralada ou enrolada,
principalmente dispostas ao redor de vasos sanguineos (Figuras 7A, C) e formando nédulos.
Células gigantes, alongadas, com nucléolo proeminente estavam dispostas ao redor de vasos
sanguineos (Figura 7D). Grande quantidade de calcificagdo foi notada. Mastdcitos e células

gigantes de corpo estranho estavam ocasionalmente presentes. Figuras mitéticas foram
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detectadas raramente e 0s casos nos quais estavam presentes foram classificados como grau I

pelos critérios da OMS.

A a AT gLy Ve /
Figura 7. Aspecto histolégico dos astrocitomas subependimarios de células gigantes (caso 6). A,
observa-se a disposicdo celular perivascular caracteristica, o grande nimero de vasos sanguineos e os
nédulos celulares. B, os nddulos estavam envolvidos por intensa gliose. C e D, os nédulos continham
células fusiformes grandes e células alongadas com nucléolo grande e proeminente; estas células
alongadas foram consistentemente observadas nas dreas de gliose que rodeavam os nddulos. Barras:
A, 400 um; B, 100 pm; C, D, 50 um.

Algumas das balloon cells observadas exibiram marcagdo pelo anticorpo anti-GFAP
(Figuras 8C, D, E) e outras expressaram tanto marcadores gliais (GFAP, Figura 8C) como
neuronais (NeuN, ndo documentados aqui).

A expressao de Gal-3 foi geralmente verificada nas mesmas regides que expressaram

GFAP. Assim, alguns nédulos (Figuras 9A, B) e dreas de gliose perinodulares (Figuras 9A, C)
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expressaram Gal-3 com intensidade varidvel, tanto no citoplasma quanto no nicleo (Figuras
9C, D). Células gigantes com morfologia astrocitdria e processos curtos e grossos foram
observadas em regides de gliose perinodular (Figura 9D). Balloon cells intranodulares
exibiram marcagdo nuclear (Figura 9E) e/ou citoplasmadtica (Figura 9F) pelo anticorpo anti-

Gal-3 com intensidade variando de ndo marcada a fortemente marcada.

L

Figura 8. Expressao de GFAP nos astrocitomas subependimarios de células gigantes (caso 6).
Observa-se a localizacdo de areas de gliose ao redor de nédulos ndo marcados por anti-GFAP (A);
estas dreas de gliose continham grande quantidade de fibras GFAP-positivas e células GFAP-positivas
grandes, lembrando astrdcitos dismérficos (B, C) e células grandes, com nicleo excéntrico, algumas
binucleadas, semelhantes as balloon cells (C). Alguns nddulos exibiram células com morfologia
semelhante a de astrdcitos reativos e de balloon cells, com intensidade de marcacdo por anti-GFAP
varidvel e correspondente a fracdo das células presentes nos nédulos (D, E, F). Barras: A, B, 100 um;
C,D, E, F, 50 um. A-F, éptica Nomarski.
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Figura 9. A Gal-3 é expressa em astrocitomas subependimarios de células gigantes (caso 6).
Expressao de Gal-3 em nddulos (A, B) e regides de gliose internodulares (C, D) de SEGA. Observa-se
a marcacdo de células gigantes, arredondadas ou alongadas, com nicleo excéntrico (C) e de células
achatadas, com nucleo central ou excéntrico, marcados ou ndo (E, F). Barras: A, 400 um; B, C, 100

um; D, E, F, 50 um. C-F, 6ptica Nomarski.
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Discussao

Constitui pontos criticos em métodos imuno-histoquimicos de investigacdo e
diagndstico a escolha de um fixador apropriado e o estabelecimento da duracdo do processo
de fixacdo de maneira a promover uma méxima preservacdo da morfologia do tecido com
perda minima da antigenicidade (Shi et al., 1991).

Embora a formalina permaneca como o fixador mais usado em estudos patolégicos,
estd claro que nem sempre € a melhor escolha para a preservacdo da antigenicidade dos
tecidos usados em procedimentos imunohistoquimicos (Shi et al., 1991). A agdo do
paraformaldeido leva a formacdo de ligacOes cruzadas entre regides da cadeia polipeptidica de
uma mesma proteina ou entre proteinas vizinhas (Hoyer ef al., 1991). O processo de fixacao
do tecido tem sido dividido em duas etapas: uma reacdo primdria de adicdo entre o grupo
amino e um aldeido ou cetona, seguida de uma reagdo secundaria de condensacdo (Wong,
1991). A ligacdo cruzada é um processo que gera alteragdes conformacionais da proteina e
uma vez que os anticorpos reconhecem epitopos especificos localizados numa configuracio
espacial particular da molécula de proteina, as alteracdes conformacionais induzidas pelo
fixador podem mascarar a antigenicidade do tecido (Shi et al., 1997).

A técnica de recuperacao antigénica foi desenvolvida baseada em uma série de estudos
bioquimicos realizados por Fraenkel-Conrat e colaboradores (1947). Esses estudos indicavam
que as ligacdes cruzadas entre residuos de aminodcidos, produzidas pela fixacdo com
formalina, poderiam ser revertidas por altas temperaturas ou por forte hidrélise alcalina. A
técnica baseada no aquecimento de sec¢Oes de tecidos foi introduzida em 1991 por Shi e
colaboradores. Desde entdo, uma variedade de antigenos foram testados pelo procedimento de

recuperagdo antigénica usada no forno de microondas em presenga de metais, uréia, ou

47



Discussao

solucdes tamponadas, obtendo uma melhora da imunomarcagdo de sec¢des obtidas de tecidos
fixados com formalina e incluidos em parafina (Shi et al., 1995).

Shi e colaboradores (1995) mostraram que o pH de uma solugdo utilizada na
recuperagdo antigénica também influencia na intensidade da imunomarcag¢do e é um fator
critico para assegurar a efetividade de um procedimento de recuperacdo antigénica com
microondas. Para que o método de recuperacdo antigénica seja eficaz é necessdrio testar
diferentes combinagdes de temperatura, tempo e velocidade de aquecimento, composi¢cdo e
pH da solug@o. Em nosso laboratério foi testado, para a deteccdo de Gal-3, um método de
tratamento em microondas com tampao citrato de sédio 10mM, pH 6,0 que havia sido
padronizado para a detec¢do de miosina-V (Martins et al., 1999). O tratamento das secgdes do
cortex cerebral com esse tampdo e aquecimento em forno de microondas melhoraram
apreciavelmente a detectabilidade da Gal-3 em secc¢des de cortex cerebral humano fixados
com formalina e embebidos em parafina (este trabalho).

A especificidade do anticorpo anti-Gal-3 utilizado foi confirmada por Western blott e
imuno-histoquimica. O anticorpo anti-Gal-3 reconheceu a banda da Gal-3 recombinanate e
também uma banda com peso molecular aparente aproximadamente igual ao da Gal-3
recombinante presente em homogenizado de coértex cerebral humano macro e
microscopicamente normal proveniente da exérese do lobo temporal esquerdo para prover
acesso a cavernoma. Esta marcacdo foi abolida com a pré-incubagdo do anticorpo com Gal-3
recombinante. Nas secc¢Oes utilizadas como controles dos experimentos de imuno-
histoquimica, onde houve a omissdo do anticorpo primério, nio foi detectada marcagdo. Este
resultado indica que a deteccdao de Gal-3 foi método-especifica. A auséncia de marcacao de
células nervosas em secgdes de cortex cerebral de pacientes normais também aponta para a
especificidade do anticorpo, ja que a Gal-3 ndo € expressa em neurdnios normais (Park et al.,

2008).
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Outra abordagem imuno-histoquimica utilizada neste estudo para verificar a
especificidade do anticorpo primdrio foi a pré-adsor¢do do mesmo com a proteina Gal-3. O
anticorpo foi pré-adsorvido em trés concentracdes diferentes de Gal-3: 0,137ug/ul, 0,48ug/ul
e 4,4ug/ul. Na maior concentragdo as seccOes de tuberes corticais € astrocitomas nao
apresentaram ou tiveram imunomarcacao muito reduzida para esta lectina, mostrando que o
anticorpo utilizado foi especifico.

Quando as sec¢des foram incubadas com o anticorpo primério pré-adsorvido com Gal-
3 na concentracdo de 0,137ug/ul as marcagdes encontradas nos tecidos estavam, em grande
parte, localizadas no citoplasma. Porém, quando esta concentracao aumentou para 0,48ug/ul a
marcacdo foi detectada somente em nucleo. Assim, a pré-incubagdo do anticorpo com
concentracdes crescentes de Gal-3 associou-se a imunomarcagdo progressivamente mais
restrita ao nucleo.

Numerosas moléculas citosdlicas foram previamente identificadas como ligantes de
Gal-3, dentre elas estdo as proteinas Bcl-2 e sinexina; no nucleo, a Gal-3 estd associada a
complexos de ribonucleoproteinas (Laing & Wang, 1988). Diferentes ligantes podem
promover diferentes mudancas conformacionais na molécula, resultando em exposi¢do ou
omissdo de epitopos. Essas mudangas na estrutura do antigeno podem afetar profundamente a
avidez do anticorpo policlonal pelo antigeno, promovendo diferentes intensidades de
marcacdo em locais distintos.

Os dez casos de TSC estudados foram analisados quanto a expressao de Gal-3, GFAP
e NeuN. Em todos os casos as lesdes cerebrais caracteristicas da esclerose tuberosa estavam
presentes, como foi observado pelas coloracdes com HE e prata (Bielschowsky). As lesdes
consistiram de tuberes corticais (TCs) multifocais e de astrocitomas gigantes subependimais
(SEGAs). As caracteristicas histopatoldgicas do tdber cortical incluem regides corticais com

morfologia celular anormal, neurdnios displésicos, células gigantes (citomegdlicas), neurénios
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heterotdpicos, arborizacdo dendritica anormal, projecdes axonais anormais e proliferacio
astrocitdria. Na coloracdo por HE, os TCs exibiram laminacdo cortical anormal (displasia
cortical) e fibras de Rosenthal presentes em ambas as substincias, branca e cinzenta. Nédulos
de neurdnios dismorficos foram observados na substancia branca, coincidindo com uma forte
expressdo de GFAP.

Nos TCs a expressio de Gal-3 foi encontrada em astrécitos reativos, micréglia,
balloon cells e neurdnios dismorficos gigantes. Sua expressao foi mais intensa nos enovelados
glidticos corticais e nas heterotopias neuronais.

As balloon cells Gal-3 imunopositivas encontradas nos tuberes corticais sao
morfologicamente similares as células tumorais dos SEGAs também marcadas por essa
proteina. Ambas sdo caracterizadas pelo nucleo excéntrico e arredondadas, corpo celular
eosinofilico e homogéneo. Alguns autores consideram as balloon cells dos tuberes e as células
tumorais dos SEGAs como as mesmas cé€lulas ocorrendo, porém, em tecidos diferentes
(Hirose et al., 1995).

Existe a hip6tese de que as lesdes intracranianas do TSC provéem de células tronco
localizadas na matrix celular, com expressdo génica anormal, que ndo desenvolveram ou
migraram corretamente, resultando em células displdsicas nas regides subependimarias, cortex
e ao longo das vias de migragao celular (Curatolo & Verdecchia, 2003). Algumas das balloon
cells exibiram marcacdo pelo anticorpo anti-GFAP e outras expressaram tanto marcadores
gliais como neuronais (NeuN).

A diferenciacdo de alguns tipos celulares € acompanhada por um aumento ou
supressdo da expressao de Gal-3. Tanto a Gal-3 enddgena como a exégena podem induzir ou
inibir o crescimento celular (Dumic et al., 2006). A expressdo de Gal-3 nas balloon cells do
presente estudo poderia estar relacionada ao fato delas serem células que ainda ndo foram

diferenciadas, visto que as mesmas exibiram tanto marcadores gliais como neuronais. Porém,
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estudos demonstraram que ndo ha presenca de células neuroniais expressando Gal-3 durante o
processo de desenvolvimento do SNC.

Neurdnios dismorficos gigantes imunomarcados com gal-3 estavam presentes nas
camadas corticais e na substincia branca. Em algumas seccdes essas células foram
encontradas tanto nas camadas mais inferiores do cortex cerebral como também nas mais
proximas a superficie pial, e isoladas na substincia branca. As balloon cells e os neurdnios
dismorficos gigantes foram encontrados em regides de displasia cortical e heterotdpicas,
similarmente ao que foi observado em tecidos de pacientes com DCF-tipo Taylor IIB quando
provados com esta mesma lectina.

Fortes similaridades histopatolégicas e neuro-radioldgicas entre DCF-Taylor IIB e
TSC levara a propor-se uma relacdo entre a forma “frustrada” de TSC com a DCF-Taylor IIB.
Becker e colaboradores (2002) sugeriram que os genes 7.SCI e TSC2 sao candidatos a
patogenia molecular da DCF tipoTaylor ou IIB, embora até o momento esta suposicdo nao
tenha sido confirmada.

A perda da funcdo de TSC1 ou TSC2, que codificam as proteinas hamartina e tuberina,
respectivamente, leva a uma ativagdo seletiva da cascata mTOR. A modulagcdo negativa dessa
cascata pelo complexo hamartina-tuberina resulta na supressdao do crescimento e restricao do
tamanho celular. Portanto, mutacdes nesses genes provéem mecanismo plausivel para a
formacdo da citomegalia caracteristica do TSC (Holmes & Stafstrom, 2007).

Além disso, as proteinas codificadas pelos genes TSC possuem papel na morte celular.
Inibicdo da proteina p70S6K pela tuberina ativa a heterodimerizacdo de BAD com Bcl-2 e
Bcl-X, promovendo apoptose (Freilinger et al., 2006a e 2006b). Visto que a Gal-3 € uma
proteina adicional a Bcl-2 para regular a apoptose, pergunta-se: as células citomegélicas

expressariam esta lectina devido a ativagdo de processos apoptéticos?
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Segundo Oppenheim (1991), durante o desenvolvimento, o sistema nervoso €
inicialmente formado com um ndmero excessivo de neur6nios. Essa produgdo excessiva €
seguida por processos de apoptose que levam a eliminagdo da maioria das células produzidas.
Esta perda celular macica que ocorre durante estagios mais avancados do desenvolvimento
neural serve provavelmente como um ajuste quantitativo de populagdes de neurdnios
conectados de modo incorreto. A eliminagdo de projecdes que estdo incorretas ou aberrantes €
conhecida como poda neuritica e prové refinamento de conexdes sindpticas e corre¢do de
erro. No entanto, se as lesdes neuroldgicas do complexo esclerose tuberosa e da DCF tipo
Taylor resultassem de migracdo neuronal prejudicada e da proliferacio anormal dos
elementos gliais (Roach & Sparagana, 2004), esperar-se-ia entdo que essas células sofressem
apoptose, visto que as células caracteristicas de ambas as patologias encontraram-se em
regides displasicas e de heterotopias neuroniais, formando conexdes atipicas (Sidman &
Rakic, 1973).

O anticorpo anti-Gal-3 marcou intensamente o nticleo e o citoplasma das balloon cells
e neurdnios dismérficos localizados nos tiberes corticais. Nao foi observada expressdao dessa
proteina em regides corticais vizinhas aos tuberes, porém histologicamente normais. Ttberes
corticais sao reconhecidos como fontes de descargas interictais, embora areas epiléptogénicas
abranjam freqiientemente o cortex adjacente (Luat et al., 2007). Sendo assim, a Gal-3 poderia
atuar como uma proteina anti-apoptotica, ja que a sobrevivéncia neuronal também depende da
eficacia, do nimero e distribui¢do sindptica, da ramificacdo axonal e dendritica (Pomeroy &
Purves, 1988) e de agentes neurotréficos que promovem sobrevivéncia neuronal (Oppenheim,
1991). Células pds-sindpticas, em geral, secretam agentes troéficos que contribuem para a
formacdo e manutencao das terminagdes pré-sindpticas (Purves & Lichtman, 1980). Acredita-

se que sobrevivem somente aqueles neurdnios que recebem estimulos tréficos corretos de sua
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populacdo alvo (Becker & Bonni, 2004) ou estimulos elétricos da cadeia neuronal (Purves et
al., 1988).

Kuklinski e colaboradores (2003) demonstraram que a expressdo de Gal-3 € supra-
regulada pela neurotrofina NGF em células PC12, assim como em neurdnios dos ginglios da
raiz dorsal (Pesheva et al., 2000). Ambos NGF e bFGF (basic fibroblast growth factor)
induzem a expressdo de Gal-3 em ambas células e promovem o crescimento de neuritos
(Kuklinski et al., 2003).

Sabendo-se que a Gal-3 intracelular protege diferentes tipos celulares contra apoptose
em resposta a varios estimulos (Dumic et al., 2006), estariam essas células citomegalicas
expressando esta proteina devido a ativacao de processos anti-apoptoticos?

No entanto, nem todos os tuberes sdo epileptogénicos. Resultados de estudos
cirirgicos mostraram uma boa recuperacao de crises epiléticas apOs a resseccao de um tuber
epiléptogénico suspeito, localizado com auxilio de AMT (a—[lIC]—methyl—L—tryptophan) PET
durante avaliacdo pré-cirdrgica, mesmo com a permanéncia de tiberes ndo epileptogénicos
(Kagawa et al., 2005).

A histopatologia, a biologia celular e a patofisiologia dos tiberes necessita de estudos
mais detalhados. Existem numerosas caracteristicas nos tiberes que contribuem para sua
propensdao a epileptogenicidade, incluindo citoarquitetura cortical alterada, proliferacdo
astrocitdria calcificacdo, anatomia vascular alterada, edema, expressao alterada de receptores,
células citomegdlicas e dismoérficas, proliferacido e morte celular (Holmes & Stafstrom, 2007).

Marcagdes com o anticorpo anti-GFAP indicaram regides de intensa gliose na maioria
dos casos, predominando células com morfologia de astrdcitos ativados, indicando processo
inflamatério. A expressdo de Gal-3 foi geralmente verificada nas mesmas regides que
expressaram GFAP. Alguns nédulos e dreas de gliose perinodulares expressaram Gal-3 com

intensidade varidvel, tanto no citoplasma quanto no nicleo.
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Uma poderosa atividade pré-inflamatdria foi proposta para Gal-3. A Gal-3 extracelular
promove a ativagdo de vdrios tipos celulares tais como, mastdcitos, neutréfilos,
mondcitos/macréfagos e linfdcitos através da sua ligacdo com glicoconjugados localizados na
superficie celular (Zuberi et al., 2004). Bernardes e colaboradores (2006) mostraram que a
auséncia de Gal-3, em camundongos deficientes desta lectina, afeta a migracdo de
macréfagos, eosinéfilos, neutréfilos e linfécitos em vias diferentes dependendo da condig¢do
experimental. Além disso, a expressdo de Gal-3 € aumentada quando mondcitos diferenciam-
se em macrofagos e diminuida quando essas células diferenciam-se em células dendriticas,
sugerindo que essa proteina pode ter fungdes especificamente associada com estdgios
particulares de diferenciacdo na linhagem celular dos mondcitos (Sano et al., 2003).

A populacdo celular dos SEGAs foi constituida por células fusiformes e epitelidides
grandes e por células gigantes dispostas principalmente ao redor dos vasos sanguineos.
Células gigantes, alongadas, com nucléolo proeminente também estavam dispostas ao redor
de vasos sanguineos. Nangia-Makker e colaboradores (2000) mostraram que a Gal-3
extracelular induz a formac@o do tubo capilar endotelial in vitro e angiogénese in vivo.

InvestigacOes sobre a expressdao de Gal-3 em tumores cerebrais foram realizadas para
estabelecer diagndstico diferencial de gliomas. Neder e colaboradores (2004) mostraram que
o nivel de expressdao de Gal-3 pode ser ttil para a discriminacdo de glioblastomas de
oligodendrogliomas, assim como de astrocitomas pilocisticos de astrocitomas difusos. Alguns
estudos sugerem que a expressdo aumentada de Gal-3 em tumores estd associada com sua
progressao (Califice et al., 2004). Outros pesquisadores insistem que a alta expressao de Gal-
3 pode ser um marcador util para malignidade, especialmente em carcinomas hepatocelular
(Hsu et al., 1999) e de tiredide (Aron et al., 2006).

Biomarcadores sdo utilizados rotineiramente no progndstico e diagndstico de

patologias e recentemente reconhecidos como uma ferramenta til para o desenvolvimento de
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drogas (Lee & Hall, 2008). Nas dreas de diabetes, cincer, artrite reumatdide e doencas
cardiovasculares o desenvolvimento de novos biomarcadores aumentou notavelmente (Lee &
Hall, 2008). Um biomarcador baseado em um gene, proteina ou metabdlitos de um paciente
pode ser usado para identificar e avaliar o estdgio de uma doenca, determinar tratamentos e
monitorar o progresso € o progndstico de uma patologia (Lee & Hall, 2008).

Até agora, ndo foram relatados na literatura estudos sobre um marcador especifico
para essas células “balonadas” encontradas em displasia cortical focal tipo IIB ou Taylor,
hemimegalencefalia e TSC, patologias classificadas como malformacdes do desenvolvimento
cortical.

Estas células neuroniais aberrantes imunomarcadas com Gal-3, assim como,
oligodendrdcitos e microglias (ndo ativadas ou reativas), ndo estdo presentes em tecido
humano normal, tanto no embrido como no adulto. Essa omissdo de marcacdo em tecido
humano normal demonstra a especificidade e seletividade do anticorpo primdrio anti-Gal-3
para as balloon cells e neurdnios citomegalicos. Deste modo, a expressdao de Gal-3 em TSC e
na DCF tipo Taylor sugere a sua utilizacio como um biomarcador histopatoldgico para uso
em diagndstico, além de uma ferramenta para o estudo destas patologias e para o

conhecimento das a¢cdes desta proteina nas células alvo e fluidos bioldgicos.
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Conclusoes

Nos TCs a Gal-3 foi expressa em astrdcitos reativos, micréglia, balloon cells e

neur6nios dismorficos gigantes.

Neur6nios dismorficos gigantes imunomarcados com Gal-3 foram detectados nas

substancias cinzenta e branca corticais.

Nos SEGAs, astrdcitos gigantes e balloon cells expressaram Gal-3.

Diferentes intensidades de marcacdo de Gal-3 foram detectadas no citoplasma e ntcleo

de balloons cells e de neurdnios citomegélicos dismorficos.

Neur6nios com morfologia normal ndo foram imunomarcados pelo anticorpo anti-Gal-

3 presentes no cortex normal.

Do mesmo modo que na displasia cortical focal IIB — tipo Taylor (AR Martins
comunicacdo pessoal), balloon cells localizadas em &reas displadsicas do cortex cerebral de
pacientes com TSC também expressaram Gal-3. Sendo assim, sugere-se utilizar a expressao
de Gal-3 como um biomaracador histopatolégico para diagndstico e como ferramenta para o

estudo desta patologia.
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