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CARACTERIZACAO DA FUNCAO DO IGF2BP-1 NO COMPORTAMENTO DO
OSTEOSSARCOMA CANINO

RESUMO - A medicina comparativa torna-se cada vez mais importante
para obtencéo de estudos aprofundados em diversas areas incluindo a oncologia,
possibilitando melhor conhecimento da genética do cancer e desenvolvimentos de
novas terapias. A expressédo do IGF2BP-1 tem sido correlacionada com lesdes
pré-neoplasicas e neoplasias de maior agressividade, além de estar
correlacionada com mau prognéstico em pacientes oncolégicos com melanomas,
sarcomas e carcinomas. A proposta geral desta pesquisa € identificar a expressao
do IGF2BP-1 em linhagens celulares de osteossarcoma (OSA) canino e murino,
bem como correlacionar sua expressdo com o comportamento celular e avaliar a
intensidade de marcacdo desta proteina através de imuno-histoquimica em
amostras de OSA canino. Os resultados deste ensaio demonstraram que o
IGF2BP-1 reduziu o potencial de formacao de colonias, aumentou o potencial de
invasdo e migracao celular e gerou aumento da expressdo dos genes ABCG2,
AXIN2, BTrCP, VEGF, CD133 e C-MYC em células de OSA murinho. A
expressdo deste gene em células de cdo aumentou a formacdo de colonias,
reduziu o potencial de invasdo e migracao celular e o silenciamento parcial do
IGF2BP-1 gerou reducdo da expressdo dos genes CCND1, CD133, CMYC e
FZD6 em células de OSA canino. O silenciamento parcial do IGF2BP-1 gerou
aumento dos genes AXIN-2 e VEGF em células de OSA canino. A imuno-
histoquimica é um método eficaz para deteccdo do IGF2BP-1 em amostras de
OSA canino evidenciando marcacéao citoplasmatica forte na maioria das amostras,
por meio de analise qualitativa. Com este estudo, podemos entender melhor a
complexidade genética do céancer, concluindo que o IGF2BP-1 induz a
modificagbes epigenéticas celulares levando a alteragbes indutoras ou
supressoras tumorais através da ativacao de diversas vias que contribuem para
regulacdo do metabolismo celular, proliferacdo, angiogénese, quimiorresisténcia
entre outras caracteristicas que podem contribuir para o processo de
tumorigénese.

Palavras-chave: Oncologia veterinaria, sarcoma 0sseo, biologia molecular,

IMP1, western blot, rt-pcr.



THE ROLE OF IGF2BP-1 IN THE BEHAVIOR OF CANINE
OSTEOSARCOMA

ABSTRACT - Comparative medicine is becoming increasingly important to
obtain studies in several areas including oncology, enabling better knowledge of
cancer genetics and developments of new therapies. The expression of IGF2BP-1
has been correlated with pre-neoplastic lesions and neoplasms with more
aggressiveness, in addition to being correlated with poor prognosis in cancer
patients with melanomas, sarcomas and carcinomas. The general proposal of this
research is to identify the expression of IGF2BP-1 in canine and murine
osteosarcoma (OSA) cell lines, as well as to correlate its expression with cellular
behavior to evaluate the staning intensity of this protein through
immunohistochemistry in samples of canine OSA. The results of this assay
demonstrated that IGF2BP-1 reduced the potential for colony formation, increased
cell invasion and migration potential, and increased expression of genes ABCGZ2,
AXIN2, BTrCP, VEGF, CD133 and C-MYC in murine OSA cells lines. Expression
of this gene in canine OSA cells increased colony formation, reduced potential of
cell invasion and migration, and partial silencing of IGF2BP-1 generated reduced
expression of the CCND1, CD133, CMYC and FZD6 genes in canine OSA cells.
Partial silencing of IGF2BP-1 generated increased AXIN-2 and VEGF genes in
canine OSA cells. Immunohistochemistry is an effective method for detecting
IGF2BP-1 in canine OSA samples showing strong cytoplasmic staining in most of
samples through qualitative analysis. In this study, we can better understand the
genetic complexity of cancer, concluding that IGF2BP-1 induces cellular
epigenetic changes leading to tumor-inducing or suppressive changes through the
activation of several pathways that contribute to the regulation of cellular
metabolism, proliferation, angiogenesis, chemoresistance among other features
that may contribute to the process of tumorigenesis.

Key words: Veterinary oncology, bone sarcoma, molecular byology, IMP1,
western blot, rt-pcr.
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1. INTRODUCAO

O IGF2BP-1 (Insulin-like Growth Factor 1), também conhecido como CRD-
BP (Coding Region Determinant Binding Protein) ou IMP-1 (Mrna-Binding Protein-
1) é uma proteina multifuncional envolvida em diversos processos celulares, como
reversao, controle de transducao e localizacdo do RNA mensageiro (mMRNA).

Durante o periodo de desenvolvimento embrionario, o IGF2BP-1 é
expresso naturalmente, sendo sua presenca essencial para promover a regulacao
de transcricdes da embriogenese. Apos este processo, a expressao do IGF2BP-1
torna-se baixa ou ausente em tecidos adultos normais.

O IGF2BP-1 vem sendo estudado por diversos pesquisadores de diferentes
areas que identificaram atividades importantes desempenhadas por esta proteina
durante os processos de embriogenese, carcinogénese e quimiorresisténcia
tumoral. O aumento da expressao do IGF2BP-1 foi observado em lesbes pré-
neoplasicas e neoplasmas de maior agressividade, correlacionando a presenca
deste gene com um pior progndstico em pacientes oncolégicos.

Alguns mRNAs tém sido associados com diversos processos celulares de
diferenciacdo, migracdo e invasdo celular, implicando no desenvolvimento
neoplasico, devido a estimulagdo de vias que induzem o processo de
tumorigénese.

O osteossarcoma (OSA) € a neoplasia 6ssea mais frequente nos humanos
e nos cdes. O comportamento biolégico e genes envolvidos no desenvolvimento
do OSA é um fator em comum em ambas as espécies, sendo a invasao 0ssea de
rapida evolucdo e alto indice de metastases caracteristicas que tornam o
prognéstico desta neoplasia pobre. O tratamento cirlrgico para resseccdo da
lesdo associado a quimioterapia sao considerados atualmente a terapia mais
eficaz no controle do OSA.

O entendimento de novas vias relacionadas com o desenvolvimento e a
evolucdo do OSA em cdes é uma chave fundamental para promover novas
modalidades terapéuticas proporcionando resultados mais eficazes no controle
desta doenca. Além disso, as caracteristicas semelhantes entre o0 OSA em

humanos e nos caes faz da espécie canina um excelente modelo de estudo da



doenca para a medicina, principalmente por apresentarem alta incidéncia, com
comportamento biolégico mais acelerado, proporcionando estudos em tempos
mais curtos.

A medicina comparativa torna-se cada vez mais importante para obtencao de
estudos aprofundados em diversas areas incluindo a oncologia. Além dos cées,
modelos murinos também contribuem para estudos de OSA, pois possibilitam um
entendimento de como diferentes alteracdes na expressao génica participam no
processo de desenvolvimento e comportamento neoplasico. Além disso, a
espécie também possibilita o desenvolvimento de linhagens mutantes com a
presenca ou auséncia de um gene especifico, possibilitando melhor conhecimento

da genética do cancer e desenvolvimentos de novas terapias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osteossarcoma Canino

O osteossarcoma (OSA) é a neoplasia 0ssea primaria mais frequente no
cdo, com incidéncia maior que 85% das neoplasias 0sseas (EHRHART; RYAN;
FAN, 2013; WYCISLO; FAN, 2015). Ocorre principalmente nas racas grandes e
gigantes como o Rottweiler, Pastor Alem&o, Boxer, Doberman Pinscher e Setter
Irlandés (MISDORP; HART, 1979; SPODNICK et al. 1992; BERG 1996;
CAVALCANTI et al. 2004; MORELLO et al. 2011; GARDINALLI; MARTELLI,
2015).

A etiologia do OSA néo é cientificamente caracterizada, entretanto, algumas
hipéteses séo citadas. Entre elas fatores predisponentes como peso corporal e
sexo. Cées maiores que 40kg sdo mais propensos a desenvolverem OSA quando
comparados com cédes menores (Bergman et al., 1996). A maioria dos estudos
reportam que a incidéncia de OSA em machos € maior quando comparado as
fémeas (BRODEY; ABT 1976; JONGEWARD 1985; POOL 1990; SELVERAJAH;
KIRPENSTEIN 2010).

Contudo, essa informacao se contradiz em outros estudos que referem que
as fémeas também estao predispostas (COOLEY et al., 2002). O mesmo autor
refere correlacdo entre castracdo precoce e aumento do fator de risco no
desenvolvimento do OSA citando que machos e fémeas castrados com idade
inferior a 1 ano estdo mais propensos ao desenvolvimento de sarcomas 0Sseo0s
em relacdo a machos e fémeas sexualmente intactos. Os autores também
relataram uma relacédo inversa entre a duracao da exposi¢do gonadal ao longo da
vida do cdo e aumento da incidéncia de OSA, independente do tamanho ou peso
corporal do adulto.

A possibilidade da participagéo viral, no desenvolvimento do OSA é descrita
devido a ocorréncia em ninhadas de caes e inducdo experimental de OSA através
de injecdo de células tumorais em fetos caninos. Contudo, nenhum agente viral
gue promova o aparecimento do OSA foi isolado até o momento. Outra hipétese é

a ocorréncia de OSA em 0ss0s que sustentam maior peso corporal, pois estes



estdo mais propensos a sofrerem pequenos traumas de forma continua ao longo
da vida, principalmente nas regifes metafisarias, sendo essa regido de maior
atividade celular. Essa suposi¢cao conclui que essas células mais sensibilizadas
séo predispostas a apresentarem algum sinal de mutac&o devido a injuria sofrida
continuamente (DALECK et al., 2013).

Fatores associados ao surgimento do OSA também incluem presenca de
lesbes Osseas benignas como osteomielites, displasia fibrosa e infarto 0sseo.
Além disso, o uso de implantes metalicos e fraturas ndo tratadas estédo
relacionados com aumento do risco de desenvolvimento de OSA (RUBIN;
FARBER, 2002; DALECK et al., 2013).

Céaes de meia idade, entre 6 e 10 anos sdo 0s mais acometidos pelo OSA
(THOMPSON; POOL 2002; MORELLO et al. 2011), entretanto, pacientes caninos
mais jovens, principalmente entre 18 e 24 meses de idade também podem
apresentar a doenca (MISDORP; HART, 1979).

O OSA ¢ histologicamente caracterizado como um neoplasma composto por
células mesenquimais malignas originadas de células tronco ou linhagens
osteoblasticas que produzem matriz osteoide (THOMPSON, 2008). Sua
classificacdo apresenta alguns subtipos, de acordo a andlise morfolégica e
caracteristicas de diferenciacdo das células neoplésicas, sendo, osteoblastico,
fibroblastico, condroblastico, telangiectasico, epitelial, pequenas células e células
gigantes (FLETCHER; UNNI; MERTENS, 2002; THOMPSON; POOL, 2008;
THOMPSON, 2008). Acredita-se que o OSA se desenvolve primariamente do
osteoblasto, mas que tendem a uma diferenciacdo em outros tecidos fibrosos
caracterizando os diversos subtipos apresentados (WILSON et al., 2008).

A localizacdo mais comum vista nos cdes é o esqueleto apendicular (75%),
seguido do esqueleto axial (25%). A porcao distal do radio e proximal do umero
sdo os dois sitios mais frequentes do OSA canino. Os membros toracicos sao
mais acometidos em relacdo aos membros pélvicos, na propor¢cédo de 2:1. Essa
ocorréncia provavelmente esta relacionada a maior sobrecarga de peso, pois 0s
membros toracicos suportam 60% do peso corporal (MOORE, 2001). Além disso,
uma maior frequéncia do surgimento de OSA € observada em regifes de alto

indice de proliferacéo celular, conhecidas como regifes metafisarias, as quais sao



localizadas nas extremidades dos ossos longos (MISDORP; HART, 1979;
WHIROW, 2013). O OSA priméario em costelas possui maior incidéncia em caes
mais jovens entre 4,5 a 5,4 anos de idade (FEENEY et al., 1982; HEYMAN et al.,
1992).

Os achados clinicos podem variar de acordo com a localizacdo do
neoplasma. Durante o exame fisico, observa-se neoformagfes de consisténcia
firme a palpacdo (DAVID et al.,, 2003). Lesbes localizadas no esqueleto
apendicular provocam claudicacao, dor a palpacdo e aumento de volume quando
ocorre acometimento de tecidos moles adjacentes (BRODEY, 1979). Em alguns
casos, o0 OSA pode ser descoberto devido a ocorréncia de fratura patoldgica ou
em radiografias de rotina (BRASILEIRO FILHO, 2000). A presenca de fratura
espontanea em casos de OSA € um achado frequente e sua causa esta
relacionada a lise da regido cortical que fragiliza o osso, levando a este quadro
(DALECK et al.,, 2013). A dor & o principal sinal clinico nesses pacientes
(CAMARGO; BAPTISTA, 2004).

O diagnéstico do OSA é baseado no exame fisico, radiografia da leséo e
puncdo bidpsia aspirativa que contribui para direcionamento da origem da lesdo
(THOMPSON; POOL, 2002). Além disso, quando h& suspeita de OSA
recomenda-se realizacao de radiografias toracicas em trés projecdes devido a alta
incidéncia de metastases pulmonares. Exames hematologicos sdo recomendados
principalmente como pré-requisitos para pacientes que serdo submetidos a
cirurgia. Nos casos em que opta-se pela cirurgia com preservacdo do membro,
tomografia computadorizada deve ser realizada para melhor mensuragdo das
margens cirurgicas. O diagndstico definitivo é realizado através de bidpsia 6ssea
e exame histopatolégico (CAMARGO; BAPTISTA, 2004; DALECK et al., 2013).

O tratamento do OSA pode incluir cirurgia, tanto com amputacdo do
membro como com preservacdo, quimioterapia e radioterapia (BOSTON et al.,
2006). A remocao do foco primario da doenca é o tratamento mais indicado para
promover o controle local da dor no paciente. A técnica de amputagdo do membro
€ a mais utilizada na medicina veterinaria, pois apresenta uma menor taxa de
complicacbes no poés-operatorio, aléem de reducdo do tempo anestésico quando

comparado com a cirurgia de preservagdo do membro (SPODNICK et al. 1992;



THOMPSON; POOL 2002; JEHN et al., 2007; SELVARAJAH; KIRPENSTEJIN
2010).

A cirurgia com preservagao do membro, ou “Limb Sparing” é indicada
principalmente em casos de pacientes com outras afeccbes concomitantes no
esqueleto, por exemplo, displasias, doencgas articulares e obesidade, ou ainda nos
casos em que os tutores do paciente sdo relutantes & amputacdo do membro
(JEHN et al., 2007).

Diversos estudos foram realizados para avaliar a eficacia da quimioterapia
no tratamento do OSA, demonstrando que 0s agentes antineoplasicos mais
eficientes no controle deste neoplasma sao a cisplatina, carboplatina e a
doxorrubicina (BERG 1996; MOORE et al.,, 2007; PHILLIPS et al.,, 2009;
SKORUPSKI et al. 2013).

A radioterapia associada a quimioterapia possui resultados satisfatérios em
cdes, promovendo aumento do tempo médio de sobrevida. Entretanto, é
considerada como um tratamento paliativo no OSA, promovendo controle da dor,
aumento da funcionalidade do membro com consequente melhora na qualidade
de vida do paciente. O custo e a necessidade de anestesiar o paciente para o
procedimento sdo fatores limitantes para maior uso desta modalidade de

tratamento na rotina oncoldgica (OBLAK et al., 2012).



2.2 Insulin-like Growth Factor 1 (IGF2BP-1/ CRD-BP/ IMP-1)

O IGF2BP-1 que também é conhecido como CRDBP ou IMP-1 é uma
proteina multifuncional que se liga ao RNA mensageiro (MRNA), levando a sua
estabilizacdo, determinando sua localizacdo e translacdo (NIELSEN; NIELSEN;
CHRISTIANSEN, 2001; YANIV; YISRAELI, 2002). Essa proteina de ligacédo de
RNA esta envolvida em diferentes processos celulares, bem como reversao do
MRNA, controle de transducgéo e localizagdo (IOANNIDIS et al., 2004).

A expressdo normal do IGF2BP-1 ocorre em tecidos fetais e neonatais, de
modo que, sua presenca durante a fase de desenvolvimento embrionario é
essencial para promover a regulacdo de transcricbes do processo de
embriogenese (CHRISTIANSEN et al.,, 2009), por outro lado, a expressdo do
IGF2BP-1 em tecidos adultos é baixa ou ausente (PROKIPCAK; HERRICK;
ROSS, 1994; SPIEGELMAN).

A expressao do IGF2BP-1 tem sido correlacionada com algumas formas
agressivas de cancer (IOANNIDIS et al., 2003; IOANNIDIS et al., 2004; GU,
SHIGEMASA; OHAMA, 2004). Um estudo avaliando diferentes neoplasmas
observou expressdo do IGF2BP-1 em 72% dos sarcomas e 40% em tecidos
hiperplasicos incluindo tecido 6sseo, indicando que a presenca deste gene € um
evento que antecede uma transformacédo maligna (IOANNIDIS et al., 2001). O
IGF2BP-1 também estd amplificado em um terco dos casos de carcinoma
mamario em humanos, sugerindo sua participacao no processo de carcinogénese
(DOYLE et al., 2000).

A regulacdo da expressdo do IGF2BP-1 parece ser critica para o controle
adequado de seus alvos e sua superexpressao pode desempenhar um papel
importante na proliferacdo celular anormal, supressao de apoptose, invasdo e
metastase. Mecanismos que regulam a expressdo do IGF2BP-1 ainda ndo sdo
completamente entendidos (DOYLE et al., 2000; IOANNIDIS et al., 2003).

Foi comprovado que o IGF2BP-1 aumenta a expressao de alguns genes,
entre eles c-myc (NOUBISSI et al., 2006), B-TrCP1 (PROKIPCAK; HERRICK;
ROSS, 1994), MDR1 (SPARANESE; LEE, 2007) e GLI1 (NOUBISSI et al., 2009).
Além disso, o IGF2BP-1 participa da regulacdo pos-transcricional de outras



transcricgbes, como ALCAM, AMIGO2, CD24, colageno V, a1, disaderina,
gueratina 19, lumican, MMP1, MCAM e synCAM. Essas transcricdes codificam
proteinas envolvidas na adesdo celular, invasdo e remodelacdo da matriz
extracelular (VIKESAA et al., 2006).

Noubissi et al. (2010), concluiu que o IGF2BP-1 desempenha um papel
importante na desregulagéo da atividade do c-myc. Alteragdes nas atividades do
c-myc tém sido apontadas como chave fundamental para o processo de
tumorigénese em diversos tipos de cancer. A inibicdo do IGF2BP-1 pode reverter
os efeitos do c-myc nessa condi¢édo e/ ou outras condi¢cdes com desregulagéo da
atividade c-myc e expressao de IGF2BP-1.



2.3 Osteossarcoma Humano e Medicina Comparativa

O OSA é a neoplasia 6ssea mais frequente em humanos, ocorrendo
principalmente durante a juventude. O sexo masculino possui maior predisposi¢ao
a este neoplasma e, existem evidéncias de que criancas negras sao mais
acometidas em relacédo as caucasianas. Uma relacdo entre o rapido crescimento
0sseo e o desenvolvimento de OSA é sugerida, pois nota-se que a maioria dos
pacientes que apresentam este neoplasma superam a altura estimada para sua
idade. Esta informacdo é semelhante ao observado nos cédes, de modo que, o
risco de desenvolvimento de OSA é maior em racas de grande porte (PIZZO;
POPLACK, 2005).

Um estudo realizado nos Estados Unidos refere que o OSA corresponde a
5% dos canceres que ocorrem durante a infancia. Mais de 15% dos pacientes
apresentam metastases pulmonares detectadas clinicamente e estima-se que
aproximadamente 80% dos pacientes apresentam micrometastases no momento
do diagnéstico. O avangco em terapias antineoplasicas durante os ultimos anos,
contribuiu para aumento do tempo de sobrevida dos pacientes, aonde
aproximadamente 70% ultrapassam 5 anos, entretanto, o prognéstico do OSA
continua sendo reservado em virtude do seu comportamento biolégico agressivo
(JAFE, 2009).

O cao é um modelo de estudo em pesquisas translacionais de oncologia
devido a semelhanca biolégica com os seres humanos no desenvolvimento
espontaneo de neoplasias, bem como sua similaridade genética e alteracfes
moleculares que predispde ao desenvolvimento do cancer, de modo que, as duas
espécies compartilham as mesmas caracteristicas como presenca de doenca
microscoépica ao diagndstico, resposta terapéutica com a cirurgia e quimioterapia,
e principalmente por apresentarem vias moleculares semelhantes no
desenvolvimento neoplasico (VAIL, 2000; PALONI; KHANNA, 2008).

A maior incidéncia do OSA em cées e o0 menor ciclo de vida comparado
aos humanos fazem desta espécie um modelo ainda mais apropriado para
evolucdo dos estudos desse cancer na medicina humana. Muitos esforcos tém

sido realizados para melhorar a sobrevida e aumentar a cura dos pacientes,
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porém poucas mudancas foram observadas nos ultimos 20 a 30 anos (CAUDILL;
ARNDT, 2007).
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3. OBJETIVOS GERAIS

A proposta geral desta pesquisa € identificar a expressdo do IGF2BP-1 em
linhagens celulares de OSA canino e murino, bem como correlacionar sua
expressdo com o comportamento celular e avaliar a intensidade de marcacao

desta proteina através de imuno-histoquimica em amostras de OSA canino.

3.1 Objetivos Especificos

v' Avaliar a expressdo de IGF2BP-1 em linhagens celulares de cédo e

camundongo através de western blot;

v' Realizar a superexpressdo e 0 nocaute do IGF2BP-1 em linhagens
celulares de cdo e camundongo para obtencdo de dois grupos de cada

espécie;

v' Realizar ensaios de comportamento celular comparando linhagens

celulares com alta e baixa expressédo do IGF2BP-1;

v' Avaliar a expressao de genes associados ao aumento da expressdo do
IGF2BP-1 através de rt-pcr;

v' Padronizar a marcacado imuno-histoquimica do IGF2BP-1 em amostras de
OSA canino.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Realizac&o do Estudo

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de
Animais, sob o protocolo n°019637/17, Jaboticabal/SP.

As amostras de osteossarcoma canino utilizadas neste estudo sao
provenientes de pacientes atendidos na rotina do Hospital Veterinario
“‘Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), campus de Jaboticabal entre os anos de 2012 a 2016. No momento do
estudo as amostras encontravam-se em blocos de parafina confeccionados e
armazenados no banco de dados do laboratorio de Analises Clinicas Veterinario
Vetpat em Campinas — SP.

As andlises imuno-histoquimicas (IHQ) foram realizadas através das
mesmas amostras referidas acima, obtidas no banco de dados do laboratério de
Analises Clinicas Veterinario Vetpat em Campinas — SP.

Os ensaios de cultivo celular foram realizados na Universidade Estadual da
Pensilvania, Hershey, no Laboratério do Departamento de Oncologia Pediétrica.

4.2 Linhagens Celulares

A linhagem murina K12 possui origem de uma variacdo metastatica
pulmonar da linhagem K7M2 (ATCC®CRL-2836™) e as linhagens de OSA canino
Eva (UWKOS1); Payton (UWKOS3) e Dakota. Todas foram obtidas no banco de
dados do Laboratorio de Oncologia Pediatrica da Penn State University, Hershey.

A expressao do IGF2BP-1 foi analisada em todas as linhagens celulares
através de western blot e Rt-pcr em tempo real a fim de selecionar quais seriam

utilizadas posteriormente nos ensaios de comportamento celular.
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4.3 Cultivo Celular

As linhagens celulares de OSA murino (K12 e K7M2) foram adquiridas da
empresa ATCC (American Type Culture Colllection), enquanto as linhagens OSA
canino (Eva, Payton e Dakota) foram obtidas no banco de células da Penn State
University, Hershey.

As células foram cultivadas em meio McCoy'’s suplementado com 10% de
FBS (Fetal BovineSerum) e 1% de penicilina e estreptomicina. As células foram
mantidas em incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO, para permitir a
adeséao e confluéncia em monocamada, conforme descrito (DALTON et al., 1983).

A expressao do IGF2BP-1 foi analisada em todas as linhagens citadas
atraves de western blot, com intuito verificar quais linhagens expressavam o gene
naturalmente e quais ndo expressavam, para posteriormente ser realizado o
nocaute ou a inducdo da expressdo génica obtendo assim uma linhagem celular
de OSA murino e uma de OSA canino, em versdes com alta e baixa expressao do
IGF2BP-1, para realizagédo dos experimentos de comportamento celular.

4.4 Sistema de Indugdo de shRNA por Lentivirus Pinducer

O silenciamento genético, bem como a superexpressao do IGF2BP-1 foi
realizado pelo método pINDUCER11, através do kit pinducerll-mir-RUP-PheS
(Addgene plasmid # 44363), desenvolvido por Meerbray, et al. (2011). Este
sistema € capaz de codificar as células com o gene de interesse por meio de
lentivirus. Uma vez infectada, a célula é ativada apds adicédo de doxiciclina (DOX)
ocorrendo assim transcricio do DNA ou RNA de interesse. Um indicador
fluorescente (GFP) constitutivo foi utilizado para isolar e quantificar as populacdes
celulares induzidas geneticamente. Esta técnica de modificagdo celular foi
realizada pelos pesquisadores do Laboratério de Oncologia Pediatrica da Penn

State University previamente a realizacao deste estudo.
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4.5 Protocolo de Western Blotting

Para isolar as proteinas, células foram lisadas com solug¢édo tampéao gelada
RIPA (PROMAB Biotechnology, EUA) contendo 1X da mistura de inibidores de
protease. As concentracdes de proteina foram determinadas utilizando o ensaio
de Bradford (Bio-Rad, Filadélfia, PA, EUA) em quantidades equivalentes de
proteina de 30pg em cada poco, separadas por gel de SDS-PAGE a 10%. Em
seguida, realizou-se eletro transferéncia para membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad). Apds o processo de transferéncia das proteinas do gel para a membrana,
realizou-se bloqueio com TBS 5% de leite em pé magro e as membranas foram
incubadas com anticorpo (IMP-1/ IGF2BP-1/ RabbitmAb - CellSignaling, Cat n°
D33A2; diluicdo 1:1000; e beta-Actin/ RabbitmAb — CellSignalingCat n°® 13ES5;
diluicdo 1:2000) diluidos em solucao de bloqueio e mantidos durante a noite sob
4°C em movimentacdo. Neste caso o0 marcador angiogénico beta-Actin foi
utilizado como controle, para comprovar a mesma quantidade de proteina em
todos os pocos do gel.

Apos incubacédo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-Tween
20 (TBST). Posteriormente, foi realizada incubacdo com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rabano IgG (HRP) de cabra anti-rabbit (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) a diluicdo de 1:2000 em solucao de bloqueio durante 1 hora a
temperatura ambiente, sob movimentacao.

As membranas foram lavadas novamente em TBST durante trés vezes a
temperatura ambiente e por ultimo foram adicionados os reagentes de deteccéo
para posterior revelacdo das imagens. As bandas de proteina foram visualizadas
no filme de raio-X utilizando um sistema de deteccdo por quimioluminescéncia

aumentada (ECL; Beyotime, Xangai, China).

4.6 Ensaio de Potencial de Formacé&o de Colbnias

Neste estudo, linhagens celulares de camundongo (K12-IGF2BP1 e K12) e
de céo (EVA e EVA-shIGF2BP1), possuindo alta e baixa expresséao de IGF2BP1

respectivamente, foram cultivadas em placas de 100mm e apés a confluéncia foi
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realizada formacdo do pellet através de centrifugacdo. As células foram
resuspensas em 2ml de meio de cultivo celular e em seguida diluidas e coradas
com solucao de typan blue para contagem em camara de Neubauer. O niamero

de células por ml foi mensurado através do seguinte calculo:

n° células contadasx 10° = n° células por ml
n° quadrantes (4)

AplOs saber o numero de células por ml, foi realizada diluicdo para
obtencdo de 100 células, que foram semeadas em placas de 6 pocos, mantidas
em incubadora 37°C com 5% de CO2 até a formacéo das colénias. Cada colénia
€ definida por constituir pelo menos 50 células.

Ao término do experimento, as colénias foram fixadas com metanol e
coradas com Violeta Cristal a 1% para posterior contagem. Todas as andlises

foram realizadas em triplicata.

4.7 Ensaio de Invasado Celular

No ensaio de invasao celular, as linhagens Eva e K12 foram contadas para
determinar a densidade de 0,5x10° células, que foram dispostas em cada poco
revestido com matriz de colageno no fundo. As células foram dispostas em meio
McCoy’s livre de soro fetal bovino. Abaixo do pogo de matriz colagena havia um
po¢o maior com meio de cultivo McCoy'sa 5% de FBS utilizado com
guimioatrativo. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C em 5% de
CO2. Posteriormente, as células que invadiram a matriz de colageno foram
fixadas e coradas com solucdo violeta cristal e dispostas em laminas de

microscopio.

4.8 Ensaio de Migracéao celular

O protocolo de migragao celular baseou-se na metodologia descrita pelo

kitRadius™ 96-Well Cell MigrationAssay. O kit de ensaio de migracao celular
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continha uma placa constituidapor 96 pogos para monitorar as propriedades
migratérias das células. Cada poc¢o apresentava em seu centro uma membrana
de hidrogel biocompativel, ndo toxica, medindo 0,68 mm onde as células nao
conseguiam aderir.

Neste estudo foram utilizadas as linhagens celulares de camundongo (K12-
IGF2BP1 e K12) e de cao (EVA e EVA-shiIGF2BP1), possuindo alta e baixa
expressdo de IGF2BP1 respectivamente. As células foram quantificadas e
dispostas a 0,2x10° células em cada pogo e deixadas durante a noite para que
aderissem a placa. Apos aderéncia das células, foi realizada a remocao do gel,
conforme o protocolo descrito por Radius™ Gel Removal.

Apbs remocdo do gel, foi permitido o processo de migracdo durante 24
horas. Ao término deste processo, as células foram fixadas e coradas conforme
as instrucdes do kit e posteriormente analisadas em programa analisador de

imagens (ImageJ). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9Extracao de RNA total

Células de OSA murino e canino com alta e baixa expressao de IGF2BP-1 foram
contadas e coletadas através de centrifugacdo a 1.850 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. Foi adicionado 1 ml de TRIzol para cerca de 5-10 x 10°
células, homogenedo com uma pipeta. Incubou-se por 5 minutos sob temperatura
ambiente. Adicionou-se 200 pl de cloroférmio, agitando vigorosamente por 15
segundos, seguido de repouso por 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-
se a 12.000xg por 15 minutos a 4°C.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo previamente esterilizado.
Adicionou-se 500 pl de isopropanol e incubou-se por 10 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 75% em &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e homogeneizou-se em vortex, suavemente, por 15
segundos. Centrifugou-se a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C, descartando-se o

sobrenadante. O precipitado foi colocado para secar por 15 minutos sob temperatura
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ambiente e dissolvido em 50 ul de agua tratada com DEPC (Chomczynski&Sacchil,
1987).

4.10 Rt-pcr em Tempo Real

O PCR em tempo real foi utilizado para a analise da expressao génica dos
genes, IGF2BP-1, ABCG2, AXIN2, BTrCP, VEGF-a, CD133, CMYC, CCND1 e o
GLI-1 para células de OSA murino (K12) e avaliacdo da expressao dos genes
CCND1, CD133, CMYC, FzZD6, AXIN-2 e VEGF para células de OSA canino
(EVA).

Utilizou-se a metodologia de transcricdo reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. A expressédo de cada RNAm foi
normalizada em relacdo a expressdo do gene da B,-microglobulina. De acordo
com instrugbes do fabricante do aparelho “Rotor-Gene RG 3000”
(CoberttResearch), os ensaios foram realizados em duplicata e a variagdo no
valor de CT (Cyclo of Threshold) entre as duplicatas néo ultrapassaram 0,5.
Todos os ensaios utilizaram amostra referéncia e um controle de amplificacdo ao
qual ndo foi adicionada amostra.

Os experimentos PCR em tempo real foram realizados utilizando-se
250ng/ul de RNA e o SuperScript 11l Platinum SYBER Green One-StepgRT-PCR
Kit (Invitrogen), em volume final de 12,5ul. A condi¢cdo usual de programacao dos
ciclos foi 50°C por cinco minutos para sintese de cDNA, 95°C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Foi
realizada curva de dissociacdo no intervalo de variacdo de temperatura 50 a 99°C,
sendo 1°C por etapa de 30 segundos.

Para calcular a quantificacdo relativa foi utilizado o método AACt, que
utiliza a seguinte férmula: ACt = Ct gene alvo — Ct gene endbégeno, AACt = AC+
do gene alvo - ACt do gene enddgeno. O numero de vezes que ocorre a mudanca

da expressdo génica é calculado como 2T (Livaket al., 2001).
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4.11 Software Analisador de Imagens ImageJ®

O ImageJ® é um software processador e analisador de imagens em Java
de dominio publico desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services
Branch, National Institute of Mental Health (Bethesda, Maryland, USA). As
imagens das amostras das células foram registradas por uma camera digital
Nikon acoplada a um microscépio com uma objetiva de 40x e transferidas para o
computador. Realizou-se sele¢do das imagens desejadas para quantificagédo das
células através de analise de particulas, bem como andalise de area de

proliferacéo celular.

4.12 Expressao de IGF2BP-1 em Osteossarcoma Canino através de Imuno-
histoquimica

Um total de 25 amostras de OSA canino, obtidas na rotina do Hospital
veterinario “Governador Laudo Natel”, na Unesp de Jaboticabal entre os anos de
2012 a 2016 foram processadas para analise histologica convencional em blocos
de parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo®, com espessura de 2 pm,
na sequéncia, ficaram em estufa® overnight & 37°C, apés realizou-se hidratacéo
em diluicdes crescentes de alcoois® e diafanizacdo em xilol*, e procedeu-se as
coloracdes especificas.

Os cortes foram corados pelo método histoquimico para posterior analise
em microscopia Optica. Utilizou-se Hematoxilina & Eosina para confirmacdo do
diagnostico de osteossarcoma. Para o estudo imuno-histoquimico, os cortes
foram estendidos em laminas de vidro previamente limpas e desengorduradas,
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano,
Sigma Chemical C.O., USA). Os cortes obtidos foram encaminhados para

processamento do IGF2BP-1 (D9) para avaliacdo da expressdo génica de Insulin

! Micrétomo rotativo RM2036, Leica Biosystems- Carnaxibe- Portugal.
% Estufa Universal — Memmert Azores — Portugal.

% Etanol absoluto - Merck Millipore Corporation - Darmstadt, Germany.
* Xilol — Quimidrol — Joinville — Santa Catarina — Brasil.
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like growth factor 2 mRNA binding proteins (IGF2BP-1) em amostras de

osteossarcoma canino.

4.12.1 IGF2BP-1 (D9)

A imunomarcagcdo da expressao de IGF2BP-1 em osteossarcoma
canino foi avaliada pelo anticorpo monoclonal IGF2BP-1 (D19/ Santa Cruz). A
absorcdo do reagente IGF2BP-1 (D19/ Santa Cruz) pelas células ap0s reacao

com as células neoplésicas foi imunomarcada pelo método do Kit Polimero®.

4.12.2 Protocolo de Imuno-histoquimica

As laminas foram desparafinadas em imersdes com xilol*l por 10 minutos,
Xilol*ll por 5 minutos, ambos em temperatura ambiente. Ato continuo, realizou-se
imersdes em alcool absoluto® 111,11l (100%, 90% e 70% respectivamente, e
temperatura ambiente), apos, as laminas foram submetidas a lavagem em agua
corrente por 10 minutos. A seguir, realizou-se a recuperagao antigénica com
solucéo Retrivel pH9, em Banho-maria, por 30 minutos. Na sequéncia, procedeu-
se bloqueio da peroxidase enddgena, com incubacdo em cuvetes, durante 20
minutos com Peréxido de Hidrogénio® (H202 comercial & 30% a 10% em
Metanol). Ato continuo, realizou-se duas lavagens em TBS’, com intervalo de
cinco minutos em cada lavagem. Em camara umida realizou-se incubacdo com
Protein Block do Kit® (Soro normal), por 5 minutos. A seguir, realizou-se incubac&o
em camara Umida do IGF2BP-1 (D-9): sc-166344., para identificacdo de IGF2BP-
1 nas diluigbes de 1:100,durante 120 minutos.

Ao término do periodo de incubacdo do anticorpo, realizou-se duas
lavagens em TBS, com intervalo de cinco minutos em cada lavagem. Novamente

em camara Umida, procedeu-se emprego do soro de ponto com Post Primary do

® Novolink™ Polymer Detection Systems - Leica Biosystems New Castle Ltd- United Kingdom.

® Novolink™ Polymer Detection Systems Protein Block - Leica Biosystems New Castle Ltd- United
Kingdom.
’ Novolink™ Polymer Detection Systems Post Primary - Leica Biosystems New Castle Ltd- United
Kingdom.
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Kit’, durante 30 minutos. Apds, realizou-se duas lavagens em TBS, com intervalo
de cinco minutos em cada lavagem. Na sequéncia, realizou-se incubagéo do
Polimero®, em camara Gmida, por 30 minutos.

Posteriormente, realizou-se duas lavagens em TBS, com intervalo de cinco
minutos em cada lavagem, e procedeu-se coloracdo por 5 minutos com o
cromégeno DAB (Diaminobenzidina)®. A seguir, procedeu-se lavagem em &gua
corrente por 10 minutos, e apods, as laminas foram contracoradas com
Hematoxilina de Mayer'® por 30 segundos, e novamente submetidas a lavagem
em agua corrente por 10 minutos. Ao término, as laminas foram desidratadas em
diluicBes crescentes de alcoois e diafanizadas em xilol*, e procedeu-se montagem
para andlise em microscopio™*.

Foi realizada analise qualitativa das laminas de OSA canino, avaliando a
intensidade de marcacao das células entre forte, moderada, fraca e ndo marcada.
Os resultados foram expostos através da porcentagem de cada classificacdo das

amostras.

® Novolink™ Polymer Detection Systems Polymer - Leica Biosystems New Castle Ltd- United
Kingdom.

° Diaminobenzidine (DAB) Enhanced Liquid Substrate System tetrahydrochloride - Sigma aldrich —
Ontério — Canada.

1% Maye’s hemalum solution - Merck KGaA — Darmstad — Germany.

1 Microscépio Nikon eclipse — E200
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através do teste de Mann-whitney para
determinacdo das médias entre linhagens celulares com alta ou baixa expressao
do IGF2BP-1 utilizando o software Prism5, GraphPad Software, La Jolla, CA,

USA. Resultados de p<0.05 foram considerados significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Western Blot

Duas linhagens celulares K12 e K7M2, ambas derivadas de OSA
metastaticos espontadneos de camundongos Balb, demonstraram auséncia de
IGF2BP1, conforme evidenciado no leque de proteinas do western blot (Figura
1A). A inducdo da expressdo génica através do mRNA IGF2BP1 na linhagem
celular K12, promoveu a expressao do IGF2BP1 apos tratamento com doxiciclina
(Figura 1B).

As expressoes de K7M2 e K12 foram comparadas com linhagens celulares
de melanoma murino (SW1), utilizadas como controle demonstrando alta
expressdo em SW1 IGF2BP1 e baixa expressdo em SW1 shiIGF2BP1 (Figura
1.C). A padronizacédo das proteinas foi através do marcador angiogénico [3-Actin.
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Figura 1. Expressdes de K7M2 e K12 procedentes da American Type Culture Colllection
(ATCC). A) Leque de proteina determinado por western blot, evidenciando baixa
expressdo de IGF2BP1 em duas linhagens murinas metastaticas de osteossarcoma, K12
e K7M2. B) Indugéo do IGF2BP1 na linhagem cellular K12, evidenciando a auséncia da
expressdo do IGF2BP1 em células ndo tratadas e a presenca da expressao génica em
K12 IGF2BP1 Over. C) Expressdo do mRNA IGF2BP1 de K7M2 e K12 comparadas com
células de melanoma murino SW1, demonstrando alta expressdo de IGF2BP1 e baixa
expressdo em shiIGF2BP1. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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As linhagens celulares Payton e Eva de osteossarcoma canino foram
cultivadas e as proteinas analisadas através do protocolo de western blot (Figura
2A), evidenciando a presenca de IGF2BP1 em ambas. A linhagem Eva foi
selecionada para induc&o do silenciamento genético, a qual apresentou reducao
parcial da expressdo do IGF2BP (Figura 2B). As proteinas foram padronizadas
com o marcador angiogénico 3-Actin. A expressédo do IGF2BP1 foi quantificada
em grafico, demonstrando trés diferentes linhagens celulares de osteossarcoma

canino, Dakota, Eva e Payton (Figura 2C).
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Figura 2. Expressdes de Dakota, Eva e Payton procedentes American Type Culture
Colllection (ATCC) Expressdo de IGF2BP1 em linhagens celulares primarias de
osteossarcoma canino. A) Western blot de 2 linhagens celulares de osteossarcoma
primario canino, Payton e Eva. B) Wester blot de Eva controle e Eva shiIGF2BP1. C)
Expressdo do mRNA IGF2BP1 em 3 linhagens celulares diferentes de osteossarcoma
canino, Dakota, Eva e Payton. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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Apés a técnica de silenciamento genético na linhagem Eva, o mRNA
IGF2BP1 foi mensurado, evidenciando reducao parcial do IGF2BP1 em relacao a

expressao normal, conforme a Figura 3.
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Figura 3. Representacdo grafica da
expressdo do mRNA IGF2BP-1 em linhagem
celular Eva controle e Eva
shiIGF2BP1.Universidade Estadual da
Pensilvania, Hershey, 2017.

Posteriormente a obtencdo das linhagens celulares murina (K12) e canina
(Eva), com alta e baixa expressdo de IGF2BP1, os ensaios de comportamento

celular foram realizados.

6.2 Ensaio de Potencial de Formacéao de Colbnias

6.2.1 K12 e K12 IGF2BP1 Ensaio de Colbnias

Foi observado formacao de colbnias apos 72 horas de cultivo celular em
placa de seis poc¢os, na concentracdo de 100 células. Cada coldnia era composta
por no minimo 50 células, quantificadas sob microscopia Optica de luz apds

coloracédo com violeta cristal.
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Os calculos foram baseados na média da contagem das colénias em
triplicata, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Contagem de colonias sobreviventes das linhagens celulares murinas K12
e K12 IGF2BP-1. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.

K12 - 100 células/ pogo K12 IGF2BP1 - 100 células/ pogo
Contagem de 36 Contagem de 33
colbnias 62 colbnias 26
49 16
Média 49 Média 25

Foi observada diferenca significativa entre os dois grupos de células de
osteossarcoma murino, indicando que houve maior sobrevivéncia de colonias nas
células K12, com baixa expressdo de IGF2BP1 em relacdo as células com alta
expressao do gene. Sendo assim, a auséncia deste mMRNA nas células promoveu
quase o dobro de formacdo de colénias em relacdo ao grupo de células com
maior expressao de IGF2BP1, conforme ilustrado na Figura 4.

Number of Colonies

0-

Control IGF2BP1

Figura 4. Representacdo grafica do
ensaio de formacéao de colbnias realizado
em placas de seis pocos, com clones
celulares produzidos de células de
osteossarcoma murino K12 (controle) e
K12 IGF2BP1. Universidade Estadual da
Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.2.2 Eva e Eva-shIGF2BP1 Ensaio de Colbnias

Nas linhagens Eva e Eva-shIGF2BP1 também foi observado formacgéo de
colénias ap6s 72 horas de cultivo celular. A quantificacdo das colbnias foi
realizada sob microscopia 6ptica de luz apos coloracdo com violeta cristal e esta

descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Contagem de colbnias sobreviventes das linhagens celulares caninas Eva e
Eva-sh IGF2BP1. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.

Eva — 100 células/ poco Eva-shIGF2BP1 — 100 células/ poco
Contagem de 36 Contagem de 13
colonias 25 colGnias 06
51 06
Média 37,3 Média 8,3

Foi observada diferenca significativa (p=0.0213) entre os dois grupos de
células de osteossarcoma canino, indicando que houve maior sobrevivéncia de
colénias nas células Eva, com maior expressdo de IGF2BP1 em relacdo as
células Eva-shiIGF2BP1, com menor expressdo do gene, conforme ilustrado na
Figura 5.
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Figura 5. Representacdo grafica do
ensaio de formacéo de colonias realizado
em placas de seis pocgos, com clones
celulares produzidos de células de
osteossarcoma canino Eva (controle) e
Eva-shiIGF2BP1. (p=0.213). Universidade
Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.3 Ensaio de Invasao Celular

6.3.1 K12 e K12 IGF2BP1

O ensaio de invasdo celular com as linhagens K12 e K12 IGF2BP1 de
osteossarcoma murino, demonstraram diferenca significativa (p=0.0297) na
qguantidade de células que atravessaram a membrana de colageno, 24 horas apos
terem sido semeadas a 0,5x10° células por ml. Os resultados demonstraram que
as células com maior expressédo de IGF2BP1 apresentaram maior potencial de
invasao celular em relagdo a K12 com baixa expressao do gene. Os dados foram
baseados em médias de duplicatas e as imagens representativas das membranas

com a concentracao de células sdo demonstradas na Figura 6.
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Figura 6. Imagens representativas de K12 e K12 IGF2BP1 em objetiva de 40x
evidenciando a diferenca na concentracdo de células em cada membrana
(p=0.0297). A) K12 com baixa expressao de IGF2BP-1. B) K12 IGF2BP-1 com alta
expressao de IGF2BP-1. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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A invaséao celular esta representada na Figura 8.

p=0.0297
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Figura 8. Representacao grafica da invasao
celular avaliada por ensaio de membrana
colagena para linhagens de osteossarcoma
murino K12 e k12 IGF2BP1. Cada grafico
em barra representa o niumero de células
que atravessaram a membrana de colageno
ap6s 24 horas de cultivo a 0,5x10° cel/ml.
As células foram coradas e contadas em
toda extensdo das membranas através de

programa analisador de imagens (ImageJ®).

Os dados foram representados através da
média de duplicatas. p=0.0297; Teste T
Student. Universidade  Estadual da
Pensilvania, Hershey, 2017.

6.3.2 Eva e Eva shiIGF2BP1

Os ensaios de invasao celular com as linhagens Eva e Eva shiIGF2BP1 de
osteossarcoma canino, demonstraram diferenca significativa (p=<0,05t) na
guantidade de células que atravessaram a membrana de colageno, 24 horas apos
terem sido semeadas a 0,5x10° células por ml. Na linhagem canina, os resultados
demonstraram que as células com menor expressdo de IGF2BP1 apresentaram
maior potencial de invasédo celular em relacdo a Eva com alta expressao do gene.
Os dados foram baseados em meédias de duplicatas e as imagens representativas

das membranas com a concentracdo de células sdo demonstradas na Figura 9.
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Eva Eva shiIGF2BP1

Figura 9. Imagens representativas de Eva e Eva shiIGF2BP1 em objetiva de 40x
demonstrando a concentracdo de células em cada membrana (p=<0,05). A) Eva
com alta expressdo de IGF2BP-1. B) Eva shIGF2BP-1 com baixa expresséo de
IGF2BP-1. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.

O numero de células Eva e Eva shiIGF2BP1 que atravessaram a

membrana colagena esta representada na Figura 10.
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Figura 10. Representacdo gréfica da invasao
celular avaliada por ensaio de membrana
coldgena para linhagens de osteossarcoma
canino Eva e Eva shiIGF2BP1. Cada grafico em
barra representa o numero de células que
atravessaram a membrana de colageno apés
24 horas de cultivo a 0,5x10° cel/ml. As células
foram coradas e contadas em toda extensdo
das membranas através de programa

analisador de imagens (Imagel®). Os dados

foram representados através da média de
duplicatas (p=<0,05). Universidade Estadual da
Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.4 Ensaio de Migracao Celular

6.4.1 K12 e K12IGF2BP1

ApoOs migracdo durante 24 horas das linhagens murinas K12 e K12
shIGF2BP-1 semeadas a 0.2x10° células por pogo, foi realizada coloracéo e as
células submetidas ao software analisador de imagens (ImageJ®)o qual avaliou-se
a distancia percorrida pelas duas linhagens e a concentracdo de células que se
proliferaram no centro (Figura 11).

Embora visivelmente as células K12 IGF2BP1 tenham percorrido uma
distancia maior, a analise nao demonstrou diferenga estatisticamente significativa

entre os tipos celulares, como observados nos graficos A e B (Figura 12).
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Figura 11. Imagens representativas de K12 e K1 IGF2BP1 em objetiva de
40x demonstrando a migracdo celular. Ensaio de migragao com células
cultivadas a 0.2x10° células por poco. Apds remocdo do gel as células
migraram durante 24 horas. A) e B) K12 e K1 IGF2BP1 indicando posigéo
inicial antes da migracao celular. C) e D) K12 e K1 IGF2BP1 apos 24

horas de migracao. Ensaio realizado em triplicata. Universidade Estadual
da Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.4.2 Eva e Eva shiIGF2BP-1

Apd6s migragdo durante 24 horas das linhagens caninas Eva e Eva
shIGF2BP-1 semeadas a 0.3x10° células por pogo, foi realizada coloragdo e as
células submetidas ao analisador de imagens (ImageJ®), o0 qual avaliou-se a
distancia percorrida pelas duas linhagens e a concentragdo de células que se
proliferaram no centro da placa (Figura 13).

Foi observado que a linhagem canina Eva shIGF2BP-1 apresentou maior
distancia percorrida e maior concentragdo de células que se proliferaram no
centro da placa em relagdo a linhagem Eva com maior expressdo do IGF2BP-1.
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos (p=0.0213),

conforme a Figura 14.

Figur entativas de

objetiva de 40x demonstrando a migragdo celular (p=0.0213).
Ensaio de migracdo com células cultivadas a 0.3x10° células por
poco. Apds remogéo do gel as células migraram durante 24 horas.
A) e B) Eva e Eva shlGF2BP-1 indicando posigéo inicial antes da
migracgao celular. C) e D) Eva e Eva shiIGF2BP-1 apds 24 horas de
migracéo. Ensaio realizado em triplicata. Universidade Estadual da
Pensilvania, Hershey, 2017.
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Figura 14. Representacao grafica do ensaio de migracao celular de Eva e Eva
shiIGF2BP1. A) Porcentagem de distancia da placa em que as células Eva
(controle) e EvashlGF2BP-1 migraram durante 24 horas apdés a remogao do
gel. As células foram semeadas a 3.0x10° células/ poco. Os dados foram
obtidos a partir da média £ de trés triplicatas. B) Numero de células Eva
(controle) e Eva shiIGF2BP-1 que migraram 24 horas apos a remogao do gel.
Os dados foram obtidos a partir da média £ de trés triplicatas. Universidade
Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.5 Rt-PCR em Tempo Real

6.5.1 K12 e K12 IGF2BP-1

O impacto da superexpressdo de IGF2BP-1 em células de osteossarcoma
murino K12, gerou aumento da expressao de alguns genes avaliados por RT-
PCR, entre eles o ABCG2, AXIN2, BTrCP, VEGF-a, CD133 e o CMYC. O
gene CCND1 n&o demonstrou diferenca e o GLI-1 apresentou-se reduzido nas
células com maior expresséo de IGF2BP-1 (Figura 15).
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Figura 15. Impacto da superexpressao do IGF2BP-1 em células de
osteossarcoma metastatico murino K12. Graficos em barras
representando analise de RT-PCR para expressdo do mRNA
IGF2BP-1 e genes marcados (normalizados com RPS-18-1) em
relacdo as amostras controle. Os dados foram expressos como
médiastSEM. Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.5.2 Eva e Eva shiIGF2BP-1

O impacto do silenciamento genético parcial do IGF2BP-1 em células de
osteossarcoma canino Eva, gerou reducdo da expressdo de alguns genes
avaliados por RT-PCR, entre eles, CCND1, CD133, CMYC e FZD6. Os genes
AXIN-2 e VEGF apresentaram aumento nas células com menor expressao de
IGF2BP-1 (Figura 16).
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Figura 16. Impacto do silenciamento do IGF2BP-1 em células de
osteossarcoma primario canino. Graficos em barras representam
analise de RT-PCR para a expressao do mRNA IGF2BP-1 e genes
marcados (normalizados com GAPDH) em relagdo as amostras
controle. Os dados foram expressos como médiastSEM.
Universidade Estadual da Pensilvania, Hershey, 2017.
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6.6 Imuno-histoquimica

As imunomarcagdes em 25 amostras de OSA canino foram consideradas
forte, moderada, fraca ou ausente de acordo com a intensidade de coloragao.

Das 25 amostras de OSA canino analisadas obtivemos 48% com marcacéo
forte, 36% com marcacédo moderada, 8% com marcacgéao fraca e 8% de amostras

nao marcadas, conforme demonstrado na Figura 17.

Figura 17. Expressdo de IGF2BP-1 em OSA canino.
Fotomicrografia demonstrando marcagéo citoplasmatica forte (A),
moderada (B), fraca (C) e ndo marcada (D). Magnificagdo de
400x. Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2017.
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7. DISCUSSAO

A expressao anormal do IGF2BP-1 tem sido descrita em diversos tipos de
canceres, indicando que disfuncbes deste gene estdo relacionadas com
alteracdes no comportamento biolégico celular de proliferacdo, migracao, invasao,
diferenciac@o entre outros processos que ocorrem durante a formacao neoplasica.
O conhecimento da participcdo deste gene com o desenvolvimento do cancer
poderd proporcionar alternativas para diagnéstico e tratamento de diversos
tumores, incluindo o OSA (NAMLOS et al., 2012).

No presente estudo, avaliamos a expressdo génica do IGF2BP-1 através
de western blot. Para isso, foram cultivadas duas linhagens de OSA murino
(K7M2 e K12) e trés linhagens celulares de osteossarcoma canino (Payton, Eva e
Dakota). Das linhagens murinas, nenhuma expressou IGF2BP-1 naturalmente e
as linhagens caninas expressaram o gene em diferentes proporgdes. Todas as
amostras foram padronizadas através do marcador angiogénico [3-Actin, para
comprovar que havia a mesma quantidade de proteina em todas as bandas.

Apbs avaliar a expressdao do IGF2BP-1, por meio de wester blot, foi
selecionada uma linhagem celular de OSA murino e uma de OSA canino para dar
sequéncia aos ensaios de comportamento celular. Foi utilizada linhagem celular
murina K12, a qual conforme demonstrado no ensaio de western blot, ndo
apresentou expressao natural do IGF2BP-1, portanto, foi realizada a inducdo da
expressdo do gene, obtendo-se assim a mesma linhagem celular murina com
expressédo do IGF2BP-1 e sem expressdo do mesmo gene. A linhagem canina
selecionada foi a Eva, a qual expressou naturalmente o IGF2BP-1, neste caso,
realizamos o nocaute do IGF2BP-1 para obtermos duas versdes desta linhagem.
Dessa forma, tanto na linhagem canina (EVA), quanto na linhagem murina (K12)
foram obtidas em versbes com alta e baixa expressao do IGF2BP-1, a fim de
correlacionarmos a expressao deste gene em experimentos de comportamento
celular.

O processo de inducdo da expressdo do IGF2BP-1, bem como o de
silenciamento do gene foi realizado através do sistema de engenharia genética
pINDUCER11 (MEERBREY et al., 2010). Este sistema € capaz de codificar as
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células com o gene de interesse por meio de lentivirus. Uma vez infectada, a
célula é ativada apds adicdo de doxiciclina (DOX) ocorrendo assim transcri¢cdo do
DNA ou RNA de interesse. Um indicador fluorescente (GFP) constitutivo foi
utilizado para isolar e quantificar as populacbes celulares induzidas
geneticamente. Além da fluorescéncia para validacdo da técnica, também foi
realizado um novo western blot para avaliar a presenca de IGF2BP-1 nas
linhagens celulares apods a alteracéo génica.

Neste contexto, a linhagem de OSA murino K12 (sem expressdo de
IGF2BP-1), ap6s a técnica molecular pINDUCER ganhou uma nova versdo
nomeada de K12 IGF2BP-1 (com expressdo de IGF2BP-1). A linhagem canina
EVA (com alta expressdo de IGF2BP-1) passou a ter uma versao com a
expressdo de IGF2BP-1 reduzida (EVA shiGF2BP-1), apds o processo de
silenciamento genético. Posteriormente, as proteinas das quatro linhagens citadas
foram extraidas para realizacdo do western blot, com intuito de quantificar a
expressdo do IGF2BP-1. Os ensaios de comportamento celular procederam-se
apos a padronizacao das linhagens celulares murina e canina.

No ensaio de formacdo de colbnias, foi observada diferenga significativa
entre os dois grupos de células de OSA murino, indicando que houve maior
sobrevivéncia de colbnias nas células K12, com baixa expresséo de IGF2BP-1 em
relacdo as células K12 IGF2BP-1, com alta expressdo do gene. Sendo assim, a
auséncia deste mRNA nas células promoveu quase o dobro de formacéo de
colénias em relacdo ao grupo de células com maior expressao de IGF2BP-1. Em
relacdo ao ensaio de formacgédo de colonias com as linhagens de OSA canino,
obteve-se diferenca significativa (p=0.0213) entre os dois grupos de células, com
maior sobrevivéncia de coldnias nas células Eva, com maior expressao de
IGF2BP-1 em relagdo as células Eva-shIGF2BP-1, com menor expressédo do
gene. Resultado contrario em relacéo as linhagens de células da espécie murina.

A maior sobrevivéncia das células de OSA murino K12 com baixa
expressao de IGF2BP-1 foi oposta aos resultados de outros autores que citam a
presenca deste gene como essencial para sobrevivéncia de diversos tipos de
células neoplasicas (IOANNIDIS et al., 2005; ELCHEVA et al., 2008; MONGROO
et al.,, 2011; CRAIG; SPIEGELMAN 2012). A alta expressao de IGF2BP-1 foi
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descrita em células de melanoma, neoplasia mamaria, neoplasia de ovario e
cancer colorretal (BELL et al., 2013).

Outro estudo realizado por Fakhraldeen, et al. (2015) refere que a presenca
da expresséo IGF2BP-1 mesmo baixa, foi necessaria para a formacéo de colonias
em células de tumor de mama murino. Os achados das pesquisas citadas acima
corroboram com os resultados obtidos na linhagem celular de OSA canino deste
estudo, em que as células EVA com alta expresséao de IGF2BP-1 apresentaram
maior numero de formacdo de colbnias em relacdo a EVA nocauteada para
IGF2BP-1.

Os ensaios de formacgdo de colbnias detectam células que conseguiram
manter a capacidade de se reproduzir mesmo apés terem sido submetidas a
tratamentos que possam causar a morte reprodutiva das células como resultado
de danos aos cromossomos, apoptose, entre outros fatores que possam impedir a
replicagéo celular (BROWN; ATTARDI, 2005). Estudos realizados neste sistema
fornecem informacdes comparadas as células neoplasicas residuais apos
diversos tipos de tratamento, como quimioterapia, radioterapia e sua capacidade
de proliferacdo continuada que possa gerar recidiva tumoral (FRANKEN et al.,
2006).

A relacdo exata da expressédo do IGF2BP-1 com o desenvolvimento de
diversos tipos canceres ainda ndo € completamente entendida (FAKHRALDEEN
et al., 2015), portanto, podemos sugerir que exista uma diferenca entre espécies e
tipos celulares em que a participacéo do IGF2BP-1 possa variar.

O ensaio de invasao celular com as linhagens K12 e K12 IGF2BP1 de OSA
murino, demonstraram diferenca significativa (p=0.0297) na quantidade de células
gue atravessaram a membrana de colageno, 24 horas apés terem sido semeadas
a 0,5x10° células por ml. Os resultados demonstraram que as células com maior
expressdo de IGF2BP1 apresentaram maior potencial de invasao celular em
relacdo a K12 com baixa expressdo do gene. Resultado semelhante foi
encontrado em um estudo avaliando biomarcadores responsaveis por
quimiorresisténcia e doenca progressiva em OSA canino realizado por

O'Donoghue (2011), o qual avaliou linhagens celulares de OSA canino com alta
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expressdo de IGF2BP-1 e constatou que apds a realizacdo do silenciamento
genético as células apresentaram menor capacidade de invasao.

Contudo, obtivemos resultados distintos nos ensaios de invaséo celular
com a Linhagem de OSA canino EVA, aonde o indice de invasao celular foi maior
nas células EVA shiIGF2BP-1, nocauteada para o IGF2BP-1 (p<0,05). Embora a
alta expressédo de IGF2BP-1 esteja associada a menor tempo de sobrevida e
maior taxa de metastases em diversos tipos de canceres, também foi observado
papel supressor tumoral exercido pelo IGF2BP-1 em cancer de mama (GU; PAN;
SINGER, 2009; GU et al., 20012; WANG et al., 2016) e de colon (BELL et al.,
2013; HAMILTON et al., 2015), indicando que a presenca deste gene inibiu o
crescimento e a invasao de células tumorais, sugerindo que possa haver dois
caminhos distintos entre a participacdo deste gene no desenvolvimento
neoplésico. Esta acdo contraditoria descrita na literatura sobre a interferéncia do
IGF2BP-1 em testes de comportamento celular pode ser justificada pelo fato de
gue as células neoplasicas ja estudadas pertenciam a diferentes origens e
diferentes condicbes, podendo estimular respostas distintas para o0
desenvolvimento ou a supresséao tumoral (HUANG et al., 2018).

No presente estudo, o ensaio de migracdo com a linhagem celular de OSA
murino nao apresentou diferenca estatistica em relacdo ao indice migratério
celular, entretanto, nota-se visivelmente que a placa migratoria da linhagem K12
IGF2BP-1, com superexpressdo do gene apresentou maior concentracdo de
células e maior distancia percorrida em relagdo a linhagem K12 com baixa
expressdo de IGF2BP-1. Nas linhagens caninas, observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos (p=0.0213), em que Eva
shiIGF2BP-1 apresentou maior distancia percorrida e maior concentracdo de
células que se proliferaram no centro da placa em relagdo a linhagem Eva com
maior expressao do IGF2BP-1.

Achados opostos foram observados no estudo de O'Donoghue (2011), o
gual obteve reducdo da taxa de invasao e migracdo em linhagens celulares de
OSA canino apos realizagcdo do nocaute do IGF2BP-1 nas células. Em outro
estudo com OSA humano, a alta expressao de IGF2BP-1 detectada por western
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blot também foi correlacionada ao aumento da taxa de proliferacdo, migragcéo e
invasao celular (QU et al., 2016).

Estudos realizados com carcinomas hepatocelulares em humanos
correlacionaram o aumento da expressao do IGF2BP-1 com menor sobrevida,
maior tamanho tumoral, pouca diferenciacdo celular, estagios avancados da
doenca, aumento da progressao tumoral, alta taxa de invasao e migracéo celular,
além de pior prognostico apds a cirurgia (ZHANG et al., 2015; YUAN; MENG;
WANG 2017; ZHOU et al., 2017; JIANG et al.,, 2017; ZHOU et al., 2017). O
aumento do IGF2BP-1 também foi associado ao aumento do indice de
crescimento tumoral e resisténcia quimioterapica em melanomas (FORTIS et al.,
2017; KIM et al., 2018; ELCHEVA et al., 2008).

Em inimeros estudos in vivo e in vitro, mMRNAs relacionados ao cancer
foram encontrados incluindo PTEN, ACTB, MAPK4, MKI67, c-MYC e CD44.
Através da regulacdo desses mRNAs, o IGF2BP-1 foi identificado como
responsavel por desempenhar importantes funcées na proliferacdo e crescimento
celular de tecidos normais e tecidos tumorais, bem como na adesdo, apoptose,
migracado e invasdo de células tumorais (BELL et al., 2013).

O fato do IGF2BP-1 estar ligado ao desempenho de papéis importantes na
proliferagcdo e crescimento celular de tecidos normais e tumorais o levou a ser
considerado um alvo terapéutico promissor no tratamento de diversos tipos de
canceres, bem como o uso de inibidores de células mediadas por IGF2BP-1.
Entretanto, estudos mais recentes identificaram ac¢do supressora tumoral no
crescimento neoplasico e desenvolvimento de metéstases ligadas a este gene
(HAMILTON et al., 2015; WANG et al., 2016).

O impacto da superexpressao de IGF2BP-1 em células de osteossarcoma
murino K12, gerou aumento da expressdo de alguns genes avaliados por rt-pcr,
entre eles, ABCG2, AXIN2, BTrCP, VEGF, CD133 e o c-MYC. Além disso, o
silenciamento genético parcial do IGF2BP-1 em células de osteossarcoma canino
Eva, gerou reducdo da expressao dos genes avaliados por rt-pcr, CCND1,
CD133, c-MYC e FZD6. Os genes AXIN-2 e VEGF apresentaram aumento nas
células com menor expressao de IGF2BP-1.
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Em estudos com células de carcinoma hepatocelular a elevacdo da
expressdo de IGF2BP-1 promoveu aumento do c-MYC, similar ao nosso estudo.
Além disso, observaram maior expressdo do marcador de proliferagcdo celular
Ki67, correlacionando esses achados com maior indice de multiplicacdo celular,
apoptose, invasdo e metastase (WANG et al.,, 2015; YUAN; MENG; WANG,
2017).

Em outro estudo com melanoma, observou-se que a expressao de
IGF2BP-1 promoveu resisténcia quimioterapica, enquanto a inibicdo do gene
resultou em melhores efeitos da quimioterapia sobre as células além da reducéo
das caracteristicas tumorigénicas (KIM et al., 2018). Em outro estudo, o nocaute
do IGF2BP-1 reduziu os niveis de c-MYC, que contribui para a supressao da
atividade do NF-Kb, reduzindo a proliferacdo de células de melanoma e inducéo
de apoptose. Dessa forma, o IGF2BP-1 poderia ser considerado um alvo de
qguimiorresisténcia para melanomas (ELCHEVA et al., 2008).

Diversos estudos correlacionam a superexpressdao de IGF2BP-1 com o
aumento da expressao de proto-oncogénes e vias de sinalizacdo que predispde
ao desenvolvimento de tumores, sobrevivéncia das células neoplasicas e
resisténcia a farmacos antineoplasicos (KIM et al.,, 2018). Mais estudos
investigando a participagdo de outros genes induzidos pela expressao do
IGF2BP-1 sédo necessarios para melhor entendimento da sua agdo no OSA.

Neste estudo a marcacdo imuno-histoquimica do IGF2BP-1 ocorreu no
citoplasma das células neoplasicas. Forte marcacdo foi observada em 48% das
amostras de OSA canino, 36% com marcacdo moderada, 8% com marcacao
fraca e 8% de amostras ndo apresentaram marcacao para IGF2BP-1.

A eficacia da deteccdo de IGF2BP-1 através de IHQ ja foi descrita em
diversos tipos de canceres, como adenocarcinoma pulmonar (KATO et al., 2007;
BELL et al., 2013 ), carcinoma de células escamosas pulmonar (IOANNIDIS et al.,
2004; SHI et al., 2017), neoplasia mamaria (BELL et al., 2013; FAKHRALDEEN et
al., 2015), carcinoma de bexiga (KESSLER et al., 2017), carcinoma hepatocelular
(ZHOU et al., 2015; ZHANG et al., 2015), carcinoma colorretal (BELL et al., 2013;
HAMILTON et al., 2015), rabdomiosarcoma (FAYE et al.,, 2015) carcinoma
ovariano (KOBEL et al. 2007; BELL et al., 2013), coriocarcinoma (DANDA et al.,
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2016) e retinoblastoma (HSIEH et al., 2013). Apenas em carcinomas de bexiga a
alta expressao de IGF2BP-1 encontrada na marcacao IHQ foi correlacionada com
maior tempo de sobrevida, nas demais neoplasias, o IGF2BP-1 foi equivalente a
fatores que levam a um prognadstico desfavoravel.

O'Donoghue (2011), em sua tese de doutorado avaliou a expressao de
IGF2BP-1 em amostras de OSA canino através de IHQ e observou que a
localizac&o celular da proteina variou entre as amostras com algumas apenas
demonstrando coloracdo citoplasmatica, enquanto outras demonstraram
coloracgéo citoplasmética e nuclear. Entretanto, a localizacdo celular de IGF2BP1
nem a intensidade e frequéncia de coloracdo foram fatores progndstico neste
conjunto de dados.

Neste estudo, observamos apenas coloracdo citoplasmatica evidenciada
pela IHQ, entretanto, devido a falta de informacdes clinicas dos pacientes nao
obtivemos dados suficientes para correlacionarmos a intensidade de marcagao do
IGF2BP-1 com o progndstico. Acreditamos que essas informacfes devem ser

mais exploradas em estudos futuros.
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. CONCLUSAO

O western blot foi um método eficaz para quantificar a expressdo do
IGF2BP-1 em células de OSA canino e murino;

O IGF2BP-1 reduziu o potencial de formacdo de coldnias, aumentou o
potencial de invasdo e migracao celular e gerou aumento da expressao dos
genes ABCG2, AXIN2, BTrCP, VEGF, CD133 e C-MYC em células de OSA
murino;

O IGF2BP-1 aumentou a formacgédo de colbnias, reduziu o potencial de
invasao e migracgao celular e o silenciamento parcial do IGF2BP-1 gerou
reducdo da expressdo dos genes CCND1, CD133, CMYC e FZD6 em
células de OSA canino;

O silenciamento parcial do IGF2BP-1 gerou aumento dos genes AXIN-2 e
VEGF em células de OSA canino;

O IGF2BP-1 induz a modificacdes epigenéticas celulares levando a
alteragOes indutoras ou supressoras tumorais;

A IHQ foi um método eficaz para deteccao do IGF2BP-1 citoplasmatica em
amostras de OSA canino.
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