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Resumo

A gdectina-3 é uma proteina de ligacdo a P-galactosideos presentes em
glicoproteinas na superficie celular, regulando o estado de activacdo da célula. No
cancro, galectina-3 participa na promogdo do crescimento e desenvolvimento tumoral,
na adesdo celular, migragdo, angiogenese, resisténcia a apoptose e na modulagdo do
ciclo celular. Uma sobreexpressdo desta proteina tem sido associada com a
transformacéo maligna, no entanto, tambem uma reducéo na expresséo de galectina-3
tem sido documentada com a progressao tumoral em diversos tipos de cancro.

Os receptores Notch sdo glicoproteinas de superficie celular que possuem
estruturas de carbohidratos passiveis de serem reconhecidas pela galectina3 e cuja
activacdo, modula diversos processos celulares como a diferenciacdo, proliferacéo,
apoptose, adesdo, migracdo e angiogenese. Na literatura pode encontrar-se que tumores
que apresentam uma sobreactivacdo da via Notch, apresentam niveis de expressdo
reduzidos de galectina-3. Neste trabalho, e sobre a hipétese de que gaectina-3 interage
com o receptor Notch, propos-se investigar de que forma galectina-3 poderia modular a
via Notch. Os resultados obtidos demonstram que galectina-3 se liga ao receptor Notch
em linhas de carcinoma géstrico. Os resultados dessa interacdo podem estar na origem
de, apos inibicdo de galectina-3, se verificar: 1) uma maior expressdo do receptor
Notch-1 e; 2) maior clivagem do receptor e consequente sobreexpressdo de genes
dependentes da activacéo da via Notch. A andlise da expresséo destas moléculas em
tecido tumoral géstrico sugere existir uma correlagdo inversa entre a expressdo de
galectina-3 e do receptor Notch-1. Demonstra-se portanto que galectina-3 exerce um
papel de regulador negativo sobre a via de activacdo Notch e, a expressdo coordenada

das duas moléculas, pode exercer papel fundamental na progresséo tumoral.

Palavras-chave: Lectina, Galectina-3, Receptor Notch, Via de sinalizacdo Notch,

Progressao tumoral



Abstract

Galectin-3 is one of the 15 known members of the galectin family of (-
gaactoside-binding proteins that binds a wide aray of N-glycans-containing
glycoproteins on the cell surface, thus regulating activation status of the cell. Thereisan
increasing body of evidence showing that galectin-3 has important functions in several
aspects of cancer biology, such as promotion of tumour development and growth,
including the promotion of tumour cell adhesion, migration, angiogenesis, apoptosis-
resistance and cell-cycle progression. Although galectin-3 overexpression is related to
malignant transformation, its expression has been reported to be downregulated with
progressive stages in many cancer types.

Notch receptors are cell surface glycoproteins whose activation by Notch ligands
regulates a variety of cellular processes, such as differentiation, proliferation, apoptosis,
adhesion, migration, and angiogenesis. The extracellular domain of Notch receptors
possesses severa glycans bearing aterminal 3-galactose, which are potential ligands for
gaectin-3. Based on the literature data, tumours that exhibit strong activation of the
Notch pathways, in general, display reduced levels of galectin-3 expression. Therefore,
the main goa of this study is to determine whether the status of Notch signaling
pathway activation is altered by galectin-3 expression. The results show that galectin-3
binds to the Notch extracellular domain from gastric carcinoma cell lines and, the
consequences of such interaction may account for the enhanced Notch receptors
expression/activation and for the upregulation of downstream Notch target genes found
in galectin-3 knockdown cells. The expression levels of these two molecules in gastric
cancer tissues suggest that there is an inverse correlation between the expression of
gaectin-3 and Notch-1 receptor. In conclusion, galectin-3 exerts down modulatory
effects on Notch signaling pathway and, the coordinated expression of galectin-3 and
Notch receptors may play an important role in the development of cancer.

Key-words: Lectin, Galectin-3, Notch receptor, Notch signaling pathway, Tumoral

progression
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Caracterizacdo da interaccdo da galectina-3 e Notch na progressao tumoral

Introducdo

1) Lectinas — galectinas — galectina-3

Lectinas, ou proteinas de ligagdo a carbohidratos, reconhecem estruturas de
oligossacéridos especificos presentes tanto em glicoproteinas como em glicolipidos. A
interaccdo entre lectinas e carbohidratos regula diversos processos biolégicos como o
reconhecimento de patogénios por células do sistema imune, interaccbes célula-célula e
célulamatriz extracelular, assim como processos de migracéo e proliferacdo celular’. As
lectinas podem ser classificadas em dois grupos consoante o local onde reconhecem os seus
ligandos: lectinas que reconhecem ligandos enddgenos e que actuam no trafego intracelular de
glicoproteinas (calnexinas, lectinas de tipo M, L e P); e lectinas que possuem papéis intra e
extra-celulares, como a adesdo celular e imunidade inata (lectinas de tipo C, R, I, siglecs e
gal ectinas)?.

Os membros da familia das galectinas sdo caracterizados por possuirem um dominio
de reconhecimento de carbohidratos (CRD) e afinidade por B-galactosideos encontrados tanto
em glicanos O- como em N-ligados”. Até & data, 15 galectinas animais foram identificadas, e
encontram-se subdivididas em 3 grupos, de acordo com a sua arquitectura: proto-gal ectinas,
que contém um CRD por subunidade e dimerizam através de interacgdes ndo covalentes,
(inclui as galectinas-1, -2, -5. -7, -10, -13, -14 e -15); galectinas do tipo tandem, que possuem
2 CRD distintos (capazes de reconhecer ligandos diferentes) ligados por um péptido linker de
tamanho varidvel (galectinas-4, -6, -8, -9 e -12); e a gaectina-3, Unica de tipo quimera, que
contem um Unico CRD na extremidade C-terminal, unido a sequéncias distintas de
aminoécidos repetidos em tandem na extremidade N-terminal*

A galectina3 (ga-3) é possivelmente o membro mais estudado da familia das
galectinas. Esta lecting, de 31 kDa é encontrada em solugdo como um mondémero com dois
dominios funcionais. A extremidade C-terminal possui um CRD com cerca de 135
aminoécidos sendo responsavel pela actividade de lectina de gal-3°. Vérios estudos sobre a
especificidade e actividade de ligagdo a carbohidratos da gal-3, descreveram N-
acetilactosamina (LacNAc, GalB1-4GIcNAc) como o seu ligando preferencial®. No entanto,
verificou-se também que dissac&ridos com unidades NeuNAa2 -3 ou GalNAc al-3 e FUC
a1-2 terminal aumentavam significativamente a afinidade para galectina-3°.

Além dos ligandos que possuem carbohidratos, a gal-3 interage com diversas
moléculas ndo glicosiladas através de interacgdes proteina-proteina. O dominio N-terminal é
longo e flexivel, com cerca de 100-150 residuos de aminoécidos, (consoante a espécie de
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origem) e constituido por sequéncias repetidas de 9 aminoécidos ricos em prolina, glicina e
glutamina. Apesar de este dominio ndo possuir actividade de ligacdo a carbohidratos, €
essencia para a actividade bioldgica de gal-3. Este dominio N-terminal é responsavel pela
formagdo de pentameros apos ligar de forma multivalente varios carbohidratos. Esta funcéo
aparenta ser biologicamente regulada pois verificou-se que este dominio é susceptivel de ser
clivado por certas metal oproteinases como MMP-2 e MMP-9, reduzindo a auto-associagao de
gal-3 e suprimindo as propriedades biol gicas dependentes de multimerizacao®.

A gal-3 encontra-se maioritariamente em células epiteliais, endoteliais e em células do
sistema imune®. Possui uma expressdo ubiqua com miiltiplas funcdes bioldgicas, dependendo
da sua localizacgo sub-celular®. A localizagio citoplasmética e nuclear de gal-3 dependem de
diversos factores como o tipo celular, o estado de proliferagdo, condi¢des de cultura,
progress3o neopl &sica e transformagao’. No niicleo, gal-3 encontra-se envolvida em processos
de splicing de pré&-RNAm, regulacdo do crescimento celular e progressao do ciclo celular,
enquanto no citoplasma, esta molécula parece actuar como molécula anti-apoptética®. Gal-3,
tal como as outras galectinas, apesar de ndo possuir sequéncia sinal de secrecdo®, pode ser
encontrada no meio extracelular. Extracelularmente, esta lectina pode ligar-se a
glicoconjugados de superficie celular asssm como a glicoproteinas presentes na matriz
extracelular como a laminina, fibronectina e elastina, modulando positivamente a adeséo
celular®. Gal-3 pode ligar-se de forma multivalente sendo capaz de formar estruturas
supramoleculares realizando o “cross-link” de glicoproteinas na superficie celular. Através
deste mecanismo € possivel a activacdo de vias de sinalizacdo transmembranares responsaveis
pela modulacdo de inimeros processos como a progressao do ciclo celular, mitose ou
apoptose.

2) Galectina-3 na tumorigenese

O processo de transformagdo maligna compreende alteragdes no genoma das células
gue conferem vantagens no crescimento (proliferagcdo), na sobrevivéncia, na metastizacdo e na
evasdo ao sistema imunitario. A expressdo de gal-3 tem sido correlacionada com 0 processo
de transformac&o em diversas células™ ™. Vérios estudos tém fornecido evidéncias relevantes
do papel de ga-3 na migracdo, activacdo celular e apoptose, assim como na angiogenese,
formacdo de metéstases e regulacdo do sistema imune. No entanto, o mecanismo pelo qua a
gal-3 esta envolvida na transformacdo celular e crescimento ainda ndo é completamente

compreendido.
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Galectina-3 tem sido considerada um importante factor de prognéstico em diversos
tipos de cancro. A expressao ambigua de gal-3 parece depender do 6rgdo ou tecido,
sugerindo-se que factores especificos do tumor ou tecido modulam a sua expressdo. Um
aumento da expressdo de gal-3 tem sido encontrado em vérios tipos de carcinomas. No
carcinoma de células pavimentosas cutaneas demonstrou-se um aumento da expressao de gal-
3 citoplasmética, associada & sua actividade anti-apoptética’?. Galectina3 esta
significativamente ausente em hepatdcitos. No entanto a sua expressao aparenta ser induzida
com a transformacdo maligna™ e encontra-se associada a formacdo de metastases™. Um
aumento da expressdo de galectina-3 tem sido associado a um pior prognéstico em carcinoma
datiréide™ *°.

Por outro lado, uma reducdo na expressdo de gal-3 foi associada a progressdo tumoral
da mama. Verificou-se que em células de carcinoma da mama, uma diminuicdo de gal-3 levou
a alteracdo de morfologia celular, perda de crescimento independente de soro e independente
de ancoragem'” *°. Desta mesma forma, em fases mais avancadas, na des-diferenciacéo
tumoral e metéstase de adenocarcinoma do péancreas, encontrou-se uma associagdo com a
diminuicdo da expressio de galectina-3'. No cancro colorectal verificou-se também que uma
diminuicdo da expressdo de galectina-3 se encontrava relacionada com o aumento da invasao
e metéstase™. Em cancro da prostata, a reducdo da expressdo de galectina-3 foi claramente
associada a0 aumento da progressao tumoral®: %.

3) Sinalizacdo Notch

A designacdo Notch foi dada a um gene descoberto em Drosophila melanogaster,
cuja perda de funcéo parcial resultava no aparecimento de identagdes (notches) nas margens
das asas®™. Em 1983, Lehman e colaboradores descreveram que a perda de funcdo de Notch,
induzida por mutagdes, originava um fendtipo neurogénico, em que células destinadas a
construir a epiderme mudavam de destino originando tecido neuronal. Desde ent&o, diversos
trabalhos culminaram no desvendar de uma via de sinalizacdo evolutivamente conservada.
Esta sinalizacdo foi implicada em varios processos celulares. especificacdo celular,
diferenciacéo, proliferacdo, apoptose, adesdo, transicOes epitélio-mesenquimais, migracéo e
angiogénese. O papel de Notch na mediacéo de neoplasias actuando como oncogene ou como
supressor de tumor também tem sido descrito®.

O termo “sinalizacdo Notch” refereese a um mecanismo molecular especifico

conservado em diversos organismos (figura 1). Este mecanismo é também referido como

Sofia Santos, FCUL 2009 3




Caracterizacdo da interaccdo da galectina-3 e Notch na progressao tumoral

Delta

sinalizacéo Notch

“candnica’, de forma a b

Gerado por
Rumi

distingui-la de vias de

Gerado por

sinalizagdo atipicas que tém Notch "4'I Ofutt, Fringe
sido descritas™ % %, A via A rumi | P

Ofut1, Fringe

canonica de sinaizagdo o o Fucose

[l GicNAc
@ Glicose

Notch envolve a activagdo do

v-Secretase (S3)

receptor Notch, na superficie

Notch
(IcD)

Extracelular

das células, pela interaccéo

Golgi (S1)

(y

\
N

directa com ligandos
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adjacente. Em mamiferos sdo
conhecidos quatro genes
Notch (N1 - N4) que
codificam para um receptor
transmembranar de 300 kDa Figura 1. Biossintese do receptor Notch?®

e cinco ligandos (Delta-like

1, 3e4d eJdagged 1 e 2) que juntos, sdo responsaveis pela maioria dos efeitos na sinaizagdo
Notch. A ligacdo dos ligandos activa o receptor Notch através de um processo atamente
regulado que resulta na protedlise do receptor e consequente libertacdo de um fragmento
solivel, NICD (Notch intracelular domain), que migra para 0 nucleo onde participa
directamente na regulacdo transcripcional dos genes alvo®. Este mecanismo encontra-se
ilustrado nafigura 1.

A resposta nuclear, resultado da activagdo Notch, tem como principais efectores os
factores de transcricdo da familia CSL. Apoés activacdo de Notch induzida pelo ligando, o
fragmento libertado, NICD, liga-se fiscamente a CSL e, juntamente com 0 co-activador
Mastermind e acetiltransferases de histonas forma um complexo transcripcionamente
activo®. Este complexo activa a expressdo de genes da familia Hes (homélogos de
Hairy/Enhancer of Split) e Hey (Hairy-related transcription factor). Além dos membros da
familia Hes e Hey, existem varios genes, implicados directamente em vérias neoplasias, que
s80 sobreexpressos como consequéncia directa da sinalizacdo Notch dependente de CSL.
Alguns desses genes, sao erbB2, cyclin D1 e NF¢B2, c-myc, bcl-2, E2A e os proprios genes
Notch1 e Notch3™..
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A via de sinalizagdo canonica Notch é regulada de diversas formas. O receptor Notch
e, em alguns casos os ligandos DSL, sdo alvos de protedlise, glicosilacdo, ubiquitinagdo e
outras modificacBes como fosforilacdo. Estes fendbmenos alteram a sensibilidade da interacgéo
dos ligandos com o receptor Notch, permitem o tréfego do receptor e seus ligandos por
compartimentos endociticos e estdo implicados na degradacéo e reciclagem de Notch.

Na superficie da célula, tanto os ligandos como o receptor Notch sdo constantemente
internalizados. Este tipo de endocitose parece ser mediado pela ubiquitinacdo de proteinas
transmembranares na membrana plasmatica, por uma ligase de ubiquitina E3. ApOs
endocitose, os ligandos podem ser novamente reciclados para a membrana, tornando a
activagdo Notch mais eficiente. No entanto, um evento posterior de ubiquitinacdo destas
proteinas nos endossomas, pode marcar tanto os ligandos como o receptor Notch para
degradac&o em lisossomas™.

A activacdo daviaNotch pelos ligandos também € modulada por diversas enzimas que
glicosilam tanto o receptor Notch como os seus ligandos nas repeticoes EGF, modificando a
afinidade dos ligandos pelo receptor. Os efeitos da glicosilacéo na sinalizagdo Notch sdo
complexos, sendo que a maioria dos estudos foca-se no papel dos glicanos O-ligados no
receptor Notch como a O-fucosilagéo e a O-glucosilagdo. No entanto também glicanos N-

ligados podem ser encontrados no dominio extracelular de Notch.

4) Notch na tumorigénese

Diversas evidéncias suportam a ideia de que vias de sinalizacdo essenciais no
desenvolvimento embrionario também possuem um papel importante na auto-renovacgédo de
tecidos™ 3. MutagBes nestas vias (tais como BGWn te ErbB) porv ees ledan
tumorigénese, 0 mesmo acontecendo com Notch®®. Tendo em conta o papel biolégico desta
via de sinalizacdo, nédo € de surpreender que uma desregulacéo desta via esteja subjacente ao
aparecimento de diversas patologias humanas. A sinalizagdo Notch pode estar envolvida na
regulagcdo do comportamento tumoral em diversos aspectos. O resultado da alteracéo destavia
depende da sua funcéo num dado tecido. Notch pode actuar como um oncogene, se a sua
funcdo normal for a de manter um estado indiferenciado, induzindo as células a reterem
caracteristicas de células estaminais. Por outro lado, Notch pode actuar como supressor
tumoral em tecidos no qual a sua sinalizac&o inicia eventos de diferenciago terminal ®.

A evidéncia de que Notch poderia estar envolvido no desenvolvimento de tumores

epiteliais resultou de um estudo onde se verificou uma activacdo anormal de Notch-4
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associada & integracdo por MMTV no gene N4%. Mais recentemente, observou-se que niveis
elevados de expressdo de Notch-1 e do seu ligando Jagged-1 se encontram associados com

mau progndstico tanto em cancro da mama’>” %

como da préstata ** “°. Na tumorigénese
intestinal, verificou-se uma associacdo entre a sobreexpressdo de Jagged-1 mediada pela via
Wnt com uma activacdo da via Notch* *. Notch-1, Notch-2 e aguns ligandos Notch
encontram-se atamente expressos em cancro do pancreas, resultando numa sobreexpresséo de
Hes-1*%.

Evidéncias de que o papel de Notch ndo é exclusivamente oncogénico mas também
supressor de tumor, resultaram de estudos em pele. Na epiderme humana normal diferenciada,
a sinalizagdo Notch encontra-se activa e funciona de modo a promover a diferenciacéo. Neste
sistema, 0 papel supressor de tumor de Notch-1 pode ser mediado por diversas vias que
induzem diferenciacdo e paragem do ciclo celular. Consistente com isto, carcinomas de
células basais e pavimentosas cutaneas mostram uma reducdo da expressdo de Notch-1,
Notch-2 e Jagged-1**. Um papel supressor de tumor para o receptor Notch-1 foi encontrado

em linhas celulares de carcinoma do figado® assim como em cancro datir6ide™.

5) Galectina-3 e Notch no cancro gastrico

Embora varios estudos demonstrem a importancia de galectina-3 e de Notch em
diversos tipos de cancro, a funcdo destas duas proteinas no cancro gastrico ndo se encontra
totalmente esclarecida. Uma reducdo na expressao de galectina3 asssm como mudancas na
sua distribuicdo celular tém sido associadas com a progressdo tumoral géstrica®’. Em relacdo
ao receptor Notch-1, este possui um papel importante na viabilidade celular assim como na
diferenciacéo celular, tendo sido descrita uma fungdo essencia na diferenciacdo do tracto
gastrointestinal *®. Na mucosa géstrica normal foi descrita a expressdo dos receptores Notch-1,
-2 e-3, assim como do gene alvo Hes-1%° .

Na progressdo do cancro géstrico o papel da via Notch encontra-se pouco estudado.
Muito recentemente observou-se, in vitro, que uma sobreexpressdo do receptor Notch-1,
ligado a0 aumento da expressdo de Hey-1, se encontra relacionado com a supressdo de
apoptose mediada por TNF-o°* e que, a sobreexpressdo de Jagged-1, associada & activagdo de
Notch-1 também foi relacionada a progressao tumoral gastrica através da expressdo de COX-
2%,
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6) Possivel inter-relacdo entre Galectina-3 e Notch

Encontramos na literatura manifestacGes diferentes para as proteinas galectina-3 e o
receptor Notch-1 em diversos tipos de cancro. Diversas evidéncias apontam para uma
expressao antagoni ca entre estas duas proteinas. Notavel mente, em tumores onde Notch actua
como oncogene, tumores da mama>" %, prostata®, colorectd® ** e pancreas™, pode-se
encontrar-se uma diminuicdo na expressao de gal ectina-3, associada a progressdo tumoral. Por
outro lado, associada a fungdo supressora de tumor de Notch em diversos tumores como da
pele®, figado™®, ou tiréide™, é encontrada uma sobreexpressdo de galectina-3.

Existe portanto a possibilidade da expressdo de uma proteina modular directa ou
indirectamente a expressao da outra. Galectina-3 reconhece diversos glicanos presentes em
glicoproteinas de membrana. A adicdo de uma galactose-p1-4 a uma N-acetilglucosamina a
O-glicanos encontrados no dominio extracelular de Notch, torna este receptor alvo de
reconhecimento pelo CRD de lectinas que reconhecem [-galactosideos, como as galectinas.
Além disso, embora ndo tenha sido demonstrado que glicanos N-ligados sejam importantes
para a activagcdo da via Notch, ndo se exclui a hipétese que estes glicanos cooperem em
mecani smos regul atérios através da interaccéo com proteinas que reconhecem carbohidratos.

Neste trabalho procurou-se caracterizar a relacdo entre a expressdo destas duas
proteinas e possivel interaccdo, em linhas celulares de carcinoma géstrico e, em tecido
tumoral gastrico.
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Obijectivo Geral

Sabe-se que Notch e galectina-3 sdo expressos antagoni camente em diversos tipos de
cancro. Assim, este trabalho teve como principal objectivo investigar uma possivel inter-

relacdo das moléculas da via Notch com a galectina3 e suas consequéncias sobre a
progressao tumoral gastrica.

Objectivos especificos

1) Avaliar o papel de galectina-3 na activacéo da via de sinalizagdo Notch em linhas de
carcinoma gastrico AGS e MKN45;

2) Avaliar uma possivel interaccdo directa entre o receptor Notch-1 e gaectina3 em
linhas de carcinoma gastrico AGS e MKN45;

3) Avdiar se existe alguma correlagcdo entre a expressdo de galectina-3 e 0 receptor
Notch-1 em tecido tumoral gastrico.
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Material e métodos

Linhas celulares

As linhas celulares gastricas AGS MKN45 foram obtidas de American Type Culture
Collection (ATCC) e JCRB Cell Bank respectivamente. Foram mantidas em cultura em meio
RPMI 1640-Gluta-MAX (Gibco, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), com soro
bovino fetal a uma concentragdo de 10% e gentamicina (50 pg/mL).

Inibicao de galectina-3 nas céelulas AGS

Para inibir a expressdo de gaectina3, foram usadas sequéncias dsRNA de 27
nucledtidos, quimicamente sintetizadas e substratos da Dicer, contendo como alvo a galectina-
3. Também foi incluido neste ensaio, um controlo universal dsRNA “non-silencing” de 27
nucledtidos (Integrated DNA Technologies, Coraville, USA).

Numa placa de 100 mm @, foram plagueadas 6x10° cdulas AGS e MKN45 e
procedeu-se a transfeccdo das células com 10 nM de um duplex de dsRNA de 27 nucleotidos
substrato da Dicer (Integrated DNA Technologies) contendo como alvo a galectina-3, usando
lipofectamina-2000 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Ao fim de 48h pos-
transfeccdo, as células foram tripsinizadas e plaquedas em placas de 6 pocos (6x10°
células/poco) onde previamente foram imobilizados ligandos Delta-4 e Jagged-1 numa
concentracdo de pk/mL (R&D systems, Minneapolis, MN, USA). As células foram
recolhidas ao fim de 6 horas de estimulo. Cada ensaio, para dsSRNA contendo como alvo
gaectina-3 e scramble, foi realizado em duplicado para extraccdo de RNA e proteina.

Para se proceder a escolha do melhor duplex parainibir galectina-3 assim como para
controlar a eficiéncia de transfecgdo, procedeu-se a transfecgdo das células com os 3

3TM

duplexes/duplex marcado com Cy3'™, com descrito acima, e andlise por pcr em tempo

real/citometria de fluxo.

Extraccédo de RNA

Para cada poco de uma placa de 6 pogos, depois de obter um pellet de céulas, este foi
ressuspendido em 500 pL TRI Reagent e processado de acordo com o descrito pelo
fabricante (Sigma — St Louis, MO, EUA). O RNA obtido foi diluido em &gua desionizada
autoclavada e congelado a -80 °C.
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Extracgéo proteica

Para cada poco de uma placa de 6 pocos, depois de obter um pellet de células, este foi
ressuspendido em 200 uL. de tampdo de lise RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 0,5% deoxicolato de sddio e 0,1% de SDS)u8 de um cocktail de inibidores de
proteases Complete (Roche, Indianapo s, IN, USA) ¢ 2 uL d e N&VO,; (100 mM).
Mantiveram-se as amostras sob agitacdo durante 30 min a4 °C e centrifugaram-se a 12.000 g
durante 20 min. Recolheu-se 0 sobrenadante e quantificou-se através do kit de ensaio de
preoteina BCA (Pierce, Rockford, IL, USA).

Transcricdo reversa

O cDNA foi obtido partindo de 5 pg de RNA total num volume final de 20 pL. A
linearizagdo do RNA ocorreu durante 10 min a 65 °C na presencaibled¢ “random
primers” (100 ng/uL) (Invitrogen) eagua desionizada e autoclavada n um volume final de 11
uL. ApOs este passo, colocou-se no mesmo tubo de per, 4 puL de buffer 5X, 2 uL de DTT (0,1
M), 2,1 uL de dNTPs (dATP + dCTP + dGTP + dTTP, 10 mM), 0,5 uL. de RNase OUT (40
U/uL) (Invitrogen) e 0,5 uLL de transcriptase reversa Superscript 11 (200 U/uL) (Invitrogen),
submetendo a mistura a 40 °C (60 min) para a conversdo a cDNA. A inactivagdo da enzima
foi realizadaa 70 °C (10 min) e o cDNA guardado a-20 °C.

PCR em tempo real

Para a amplificacdo de cada amostra utilizaram-se, 1 pL de cDNA, 10 uL de SYBR
Green (Applied Biosystems), 1 uL de primers forward/reverse espedficos (10 uM), e 7 uL de
agua desionizada e autoclavada, obtendo-se um volume final de 20 pL, senélbSsan
realizado num medidor de fluorescécnia ABI Prism 7000. Os niveis de GAPDH foram usados
para a normalizacio das amostras e a quantificacso relativa 2°® foi usada para analisar as
mudancas de expressdo genica. Os resultados apresentados, foram realizados em duplicado e
S80 expressos como amédia e o desvio padréo associado.

Sequéncia de primers usados.
GAPDH:

Primer reverse: TCTGCTCCTCCTGTTCGACA
Primer forward: CCGTTGACTCCGACCTTCAC
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Galectina-3;
Primer reverse;: CGCATGCTGATAACAATTCTGG
Primer forward: CGTGGGTTAAAGTGGAAGGC

Notch-1:
Primer reverse;: GGCACGTGTATTGACGACGT
Primer forward: CAGGAGAAGCTCTCATAGTCCTCG

Western Blot

A cada lisado celular (30 ug), adicionou-se sample buffer 4x (50% 0,5 M de Tris-HCI
pH 6,8 (BioRad), 46% glicerol 87% (Merck), 9,2 % SDS (National Diagnostics), 0,05% de
azul de bromofenol 0,25% p/v e 0,05% de B-mercaptoetanol (Sigma)) e &gua para um volume
final de 25 pL. As amostras foram fervidas a 9%C durante 5 min e aplicadas em gel SDS -
PAGE (gel stacking a4% e gel resolving a12%). A corridafoi realizada a 125V, seguindo-se
a transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (Hybond, GE Healthcare). A membrana
foi bloqueada com uma solucdo de 5% de leite magro (Molico) em tampao PBS-Tween
0,01% (Sigma) durante 1 hora sob agitacdo. Apos blogueio, a membrana foi incubada com o
anticorpo primério especifico durante 1 hora a temperatura ambiente ou overnight a 4°C,
seguindo-se a lavagem com PBS-T 3x durante 5 min, e incubagcdo com anticorpo secundério
durante 1 hora a temperatura ambiente. Realizaram-se novas lavagens com PBS-T 3x durante
5 min sucedendo-se a incubagdo da membrana com ECL (GE Healthcare) durante 5 min e
posterior revel acéo.

Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes. anti-galectina-3 (M3/38,
sobrenadante de hibridoma), anti-actina (1-19-r, Santa Cruz), anti-NICD (C20-r, Santa Cruz).

Imunoprecipitacio

Em gelo, juntaram-se 500 pg de extracto celular com 50 pL anticorpo anti-galectina-3
(M3/38) ou 2 ug de anticorpo anti-NICD (C20-r), num eppendorf, completando, com o
tampéo de lise RIPA e o cocktail de inbidores de proteases (Roche), para um volume final de
500 pL, e incubaram-se as amostras sob agitacdo a 4 °C overnight. No dia seguinte,
adicionaram-se 100 puL de beads conjugadas com proteina G (Sigma) a cada amostra e
incubou-se a4 °C, sob agitacdo, durante 4 horas. A seguir ao tempo de incubagdo, lavaram-se
as beads e adicionou-se 50 puL. de sample buffer 4x para posteriormente ser aplicado em gel
SDS-PAGE.
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Citometria de fluxo

Células AGS ou MKN45 (1x10°) foram recol hidas para um tubo e incubadas com soro
de burro (DAKO) diluido 1:10 em BSA 1% PBS durante 15-30 min. ApGs este passo, as
células foram incubadas com anticorpo 1° anti-gal-3 (M3/38) e secundario burro anti-rato
conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen), durante 45 min em BSA 1% PBS durante 45 min.
Apés este passo, as células foram fixadas numa solucéo de formaldeido 37% (Sigma) diluido
em PBS numa propor¢do de 1:10, e analisadas num citometro de fluxo. Os dados obtidos
foram analisados utilizando-se o programa Flow Jo (Flow Jo- Flow cytometry analysis
software - Ashland, OR, EUA).

Imunofluorescéncia

As cdulas AGS e MKN4S5 foram tripsinizadas, plaqueadas em lamelas (1x10* c8lulas
por lamela) e mantidas numa estufa a 37°C com 5% de CO, durante 24h. As células foram
lavadas em PBS e incubadas com soro de burro (DAKO) durante 15-30 min. De seguida
procedeu-se a incubacdo das células com o anticorpo monoclonal anti-galectina-3 (M3/38) e,
posteriomente, com anticorpo secundario de burro anti-rato conjugado a Alexa Fluor 488
(Invitrogen). Apés a incubagdo as células foram lavadas e montadas em meio de montagem
Vectashield (Vector Laboratories). As laminas foram observadas ao microscopio de
fluorescéncia Eclipse e300 (Nikon). As imagens foram adquiridas num aumento de 40x e com
0 auxilio da camara digital Nikon DXM 1200 (Nikon). O mesmo processo foi realizado para

as céulas AGS apds 48h deinibicdo de gal-3.

Imunohistoquimica

No presente estudo foram usadas 14 amostras parafinadas de carcinoma gastrico (CG)
e mucosas adjacentes com presenca de Metaplasia Intestinal (M), classificadas de acordo
com o0 descrito na Tabela |I. As amostras provém de individuos gastrectomizados,
disponibilizadas pelo Servico de Anatomia Patol6gica do Hospital de S. Jodo do Porto, tendo
a recolha das mesmas sido efectuada entre os anos de 1989 e 1990. Inicialmente, os tecidos
foram desparafinados e hidratados com xilol e uma concentracdo descrescente de acoois,
respectivamente. Apds recuperacdo antigenica, procedeu-se ao blogueio da peroxidase
endégena (10 min) com uma solu¢do de H,O, a 10% em metanol. As laminas foram
incubadas com soro normal de coelho ou burro (DAKO) e depois com com anticorpo anti-
gaectina-3 (M3/38, sobrenadante de hibridoma) ou anti-NICD de Notch-1 (C20, Santa Cruz)
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em BSA 5%/PBS, durante 1 hora a T°C ambiente. De seguida as laminas foram lavadas e
incubadas com o anticorpo 2° burro anti-rato-HRP (Gal-3) (Jackson IR) ou coelho anti-burro-
biotina (NICD de Notch-1) (DAKO), durante 30 min. As laminas a serem reveladas para
NICD de Notch-1, um passo adicional com incubagdo com o complexo Avidina-BiotinaHRP
(Vector) foi realizado. Apos revelagdo com uma solucdo de DAB (3,3 -diaminobenzidina), as

l&minas foram contrastadas com hematoxilina, desidratadas e montadas em entellan (Merck).

Para a quantificagcao da expresséo de galectina-3 e o receptor Notch-1, aintensidade da
marcacdo foi: positiva + foi para aimunorreatividade discreta, se imperceptivel; ++ foi paraa
imunorreatividade de discreta a moderada; +++ foi para agueles com imunorreatividade
moderada e; ++++ foi para aqueles com imunorreatividade forte e completa. Em todas as

situagdes, aimunoreatividade estava presente em mais de 90% das células tumorais.
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Resultados

1) A activagdo de Notch-1 é inversamente correlacionada com a expressdo de galectina-
3

Tendo em conta os diferentes papéis de gal-3 e da via de sinalizagdo Notch na
progressao tumoral, procurou-se caracterizar a relago entre a expressao destas duas proteinas
em dois model os de carcinoma gastrico, as linhas celulares AGS e MKN45.

Inicialmente, por PCR em tempo real, procedeu-se a avaliagdo da expressdo génica de
gal-3 e do receptor Notch-1 nas linhas AGS e MKNA45, figura 2. A linha AGS possui maior
quantidade de RNAmM para gal-3 comparativamente a linha MKN45, figura 2A, pelo
contrario, observa-se uma maior expressao de Notch-1 na linha MKNA45 relativamente a linha
celular AGS, figura 2B. A expressdo destas duas proteinas também foi analisada através da
técnica de western blot, figura 2C. Pela andlise desta figura confirma-se o resultado obtido
anteriormente, no qual a linha AGS apresenta uma maior quantidade de gal-3 em relacdo a
linha MKNA45. O anticorpo usado para identificar o receptor Notch-1, reconhece o dominio
intracelular (NICD), que € clivado ap0s activagdo e migra para 0 nlcleo. Desta forma, pela
andlise proteica de NICD pode-se observar, na linha AGS, que esta via de sinalizacdo
encontra-se menos activa em relagdo a linha MKN45.,

Estes dados evidenciam que as quantidades de ga-3 e do receptor Notch-1 se
encontram inversamente relacionados nestes dois model os.

C AGS ~ MKN45

A Galectina-3 NICD : q 10 k08

z 4

= - §

g 5 . Actina . s -2 /0

=]

3 |

n 0 T T

%’_ Galectina-3 '- _25 kDa

x AGS MKN45

w

Notch-1 Figura 2. Expressdo de galectina-3 e Notch est&o

© inversamente correlacionados. Analise por PCR em
2 10 tempo real da expressdo de galectina-3 (A) e do
® receptor Notch-1 (B) para as linhas AGS e MKN45.
g 5 Estes resultados representam a média + desvio
] & padrdo de duplicados de duas experiéncias
ﬁ 0 - . independentes (A e B). Western blot para a expressdo
= de NICD de Notch-1, actina e galectina-3 nas linhas
a AGS MKN45 '

= AGS e MKN45 (C).
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2) Galectina-3 localiza-se preferencialmente na membrana plasmética das linhas
celulares gastricas AGS e MKN45

Verificou-se que a galectina-3 € expressa tanto nas células AGS como nas MKN45,
contudo, a sua localizagdo sub-celular nestas células ndo foi ainda investigada. Tendo em
conta que o papel de gal-3 depende da sua localizacdo, avaliou-se a distribui¢cdo desta lectina
nas diferentes linhas por imunofluorescéncia. Como se pode observar pela andlise da figura
3A, alusivaalinhacelular AGS, gal-3 encontra-se maioritariamente na superficie celular. Nas
células MKNA45, figura 3B, a locaizagcdo celular de ga-3 concentra-se sobretudo no
citoplasma, podendo ser no entanto encontrada, em menor quantidade, na superficie dacélula

A expressdo de gal-3 na superficie celular para as células AGS e MKN45 também foi
analisada por citometria de fluxo figura 4. As células AGS apresentam uma maior quantidade
de gal-3 na superficie das células comparativamente as cdulas MKN45, confirmando os
resultados observados por imunofluorescénciafigura 3.

Figura3. Galectina-3 possui a mesma localizagdo do receptor Notch-1. Células AGS e MKN45 (1x10%)
foram cultivadas em lamelas e incubadas com um anticorpo anti-gal-3 (M3/38). Posteriormente, foram
incubadas com o anticorpo secundario de coelho anti-rato conjugado a FITC e os nlcleos corados com
DAPI. Na imunofluorescéncia, podemos observar a verde galectina-3 e a azul os nucleos.

Estes resultados sugerem que a localizagdo de galectina-3 na superficie da célula, a
mesma do receptor Notch, pode favorecer a interaccdo entre estas duas proteinas e, sga

responsavel pela menor expressao deste receptor.
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Figura 4. A linha celular AGS possui mais galectina-3 na superficie celular que MKN45. As células AGS e
MKN45 (1x10%) foram recolhidas e incubadas com o anticorpo anti-gal-3 (M3/38) e, posteriormente com
anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488. Ap6s este passo, as células foram fixadas numa solugdo de
formaldeido e analisadas por citometria de fluxo. A verde observa-se a expressao de galectina-3 e, a vermelho, o
controlo negativo.

3) Galectina-3 modula negativamente a via de sinalizagdo Notch
3.1) Inibic&o de galectina-3

Com o objectivo de esclarecer a influéncia da gal-3 na via de sinalizacdo Notch,
procedeu-se a inibicdo de gal-3, por dsRNA, nas linhas celulares AGS e MKN45. Desta
forma, utilizou-se sequéncias dsRNA de 27 nuclebtidos, quimicamente sintetizadas e
substratos da Dicer, contendo como avo gal-3. Também foi incluido neste ensaio, um
controlo universal scrambled, non-silencing de 27 nucledtidos. Para se proceder a escolha do
melhor duplex para inibir gal-3 assim como para controlar a eficiéncia de transfeccéo,
procedeu-se a transfeccdo das células AGS com 3 duplexes que possuiam como alvo gal-3 e

um duplex marcado com Cy3™

, respectivamente. Relativamente a eficiéncia de transfecgéo,
esta foi avaliada através de citometria de fluxo onde se pode observar que cerca de 99% de
células foram transfectadas com sucesso com o duplex marcado com Cy3™, relativamente &s
células que apenas foram tratadas com lipofectamina, figura 5A. A inibicdo de gal-3 foi
avaliada por PCR em tempo real, figura 5B, onde se observou uma inibi¢éo de mais de 90%
para os duplexes 1 e 2 e de cerca de 50% para o0 duplex 3, relativamente as células controlo
(sc). Os duplexes 1 e 2 foram desta forma os escolhidos para se proceder a posteriores estudos

de inibicdo de gal-3.
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Figura 1. A inibicdo de galectina-3 ocorreu de forma eficiente na linha AGS. Células AGS (1x10°) transfectadas com o
duplex de dsRNA Cy3™ foram recolhidas apds 48h de transfeccéo e fixadas numa solucéo de formaldeido. Apés este
passo, as células transfectadas ou nao (controlo) foram analisadas por citometria de fluxo (A). A verde observamos
células transfectadas com dsRNA Cy3™ e a vermelho, células onde apenas Ihes foi adicionado lipofectamina. (B) As
células AGS foram transfectadas com 3 diferentes duplexes de dsRNA (que possuiam como alvo a galectina-3) e
scramble. Na figura observa-se a expressao génica de galectina-3 ap6s 48 h de transfecgao.

No prosseguimento deste estudo, avaliou-se se a distribuicéo de gal-3 permaneceria
inalterada apds o processo de transfeccdo nas células AGS. Desta forma, estas células foram
transfectadas com o duplex 1 ou scramble e a expresséo de ga-3 foi anaisada por
imunofluorescéncia. Na figura 6A, pode-se observar que nas céulas transfectadas com
scramble, gal-3 apresenta a mesma distribuicdo celular observada nas células AGS nativas,
figura 3A, sendo encontrada maioritariamente na superficie celular. Também se pode verificar

que as células transfectadas com dsRNA para gal-3, figura 6B, apresentaram uma drastica

reducdo de marcacao para esta lectina.

AGS — dsRNA AGS - Scramble

Figura 6. Transfeccdo com scramble ndo afecta localizacdo celular de galectina-3. Células AGS (1x10% nas quais
galectina-3 foi previamente inibida (A) ou ndo (B), foram plaqueadas em lamelas e incubadas com anticorpo anti-gal-
3 (M3/38). De seguida incubaram-se as células com anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488. Por
microscopia de fluorescéncia visualizamos a verde galectina-3 e a azul, ntcleos corados com DAPI.

Desta forma prosseguiram-se os estudos de inibicdo de gal-3 sabendo que a
distribuicéo celular de gal-3 permanece inaterada apds o processo de transfeccao.
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3.2) A inibicéo de galectina-3 leva a um aumento da transcrigcao do receptor
Notch-1

Apos se proceder ainibicéo de gal-3 nalinha celular AGS, avia Notch foi submetidaa
um estimulo por parte do ligando Jagged-1 imobilizado. Este ligando € encontrado
sobreexpresso em diversos tipos de cancro estando associado a0 aumento da progressao
tumoral gastrica. Apds estimulo, a expressao genica do receptor Notch-1, assim como de gal-
3, foram analisadas por PCR em tempo real. Pela andlise da figura 7A, observa-se que o
estimulo pelo ligando Jagged-1 levou a um aumento da expresséo do receptor Notch-1 nas
células controlo. Ja as células nas quais a gal-3 foi inibida, mesmo na auséncia de estimulo,
apresentam por si SO uma maior expressao do receptor Notch-1, comparativamente as células
controlo. E, apds o estimulo, as células que tiveram a gal-3 inibida apresentaram um aumento
mais substancial da expressdo do receptor Notch-1, comparativamente as células controlo.
Além do mais, pela andise da figura 7B podemos observar que a inibicédo de gal-3 ocorreu de
forma eficiente e, quando submetidas a estimulo por Jagged-1, a expressdo de gal-3 é

induzida nas células controlo.

A Notch-1 B Galectina-3
R H 8 Controlo
. 8 Controlo
8 1w
® Inibici X
E ? ¥ |nibigdo de gal-3 - Inibicgo de gal-3
2 20
gt =
2 [
2 i @
w =
1
- ¥ - +
Jagged-1( 1 pg/ml) Jagged-1(1pg/ml)

Figura 7. Inibicdo de galectina-3 traduz-se num aumento de receptor Notch-1. Ap6s 48 h de inibicao de galectina-3 ou
nao (controlo) nas células AGS, estas foram tripsinizadas e plaqueadas numa placa de 6 pogos contendo Jagged-1
imobilizado. Ap6s 6 h de estimulo, extraiu-se RNA e analisou-se a expressdo de galectina-3 e do receptor Notch-1 por
PCR em tempo real. (A) Expressdo do receptor Notch-1 e galectina-3 (B) na linha celular AGS das células controlo
(preto) e, onde se inibiu Gal-3 (cinzento), que foram ou néo estimuladas por Jagged-1. Estes resultados representam a
média + desvio padrao de duplicados de duas experiéncias independentes.

Estes resultados sugerem que existe uma correlagdo inversa entre a expressao de gal-3

e aexpressao do receptor Notch-1 e, a presenca de gal-3 aparentainfluenciar negativamente a

expressao do receptor Notch-1
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3.3) A inibicéo de galectina-3 leva a um aumento da activacao da via Notch

Observou-se  que a
inibicdo de gal-3 esté associado a
um aumento do receptor Notch-1.
Deste  modo, pretendeu-se
averiguar se o0 aumento do
Notch-1

associado a um aumento de

receptor estaria
NICD (resultado da clivagem do
receptor Notch) e
consequentemente, a um aumento
da activacéo da via Notch.

Pela andlise da figura 8A,
na linha AGS, observa-se um
aumento de NICD (120 kDa),
resultado da clivagem do receptor
Notch, quando as células sdo
sujeitas ainibicdo de galectina-3.

Alguns genes da familia
Hes e Hey s&0 expressos como
resultado directo da sinalizacéo
Notch dependente de ligandos.
Desta forma, a expressdo dos
genes Hes-1, Hes-5 e Hey-1,
foram analisados por PCR em
tempo real nas céulas AGS
com/sem inibicdo de gal-3 e, na
presenca/auséncia de estimulo

pelo ligando Jagged-1.

Figura 8. Inibicéo de galectina-3 leva ao aumento da activacdo da via Notch. (A), Apds 48 h de inibigdo ou néo de
galectina-3, os extractos das células AGS foram resolvidos por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (1-19-r) e anti-NICD de Notch-1 (C-20-r). (B-
D) Depois de 48 h de inibicdo ou ndo de gal-3, as células AGS foram sujeitas a estimulo com o ligando Jagged-1
imobilizado. Ao fim de 6 h de estimulo, procedeu-se a analise da expressdo génica de Hes-1, Hes-5 e Hey-1 por
PCR em tempo real (B, C e D respectivamente).Os resultados B, C e D representam a média + desvio padrao de
duplicados de duas experiéncias independentes.
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Pela observacédo dafigura 8, verifica-se que, na auséncia de gal-3, as células tornam-se
mais susceptiveis ao estimulo por Jagged-1, o que resultou num aumento da expressdo dos
genes Hes-1 (8B), Hes-5 (8C), e Hey-1 (8D), estudados em comparagédo as células que néo
sofreram inibicdo de gal-3. Os dados relativamente a analise expressdo genica dos genes Hey
e Hes, corroboram a hipétese de que galectina-3 regula negativamente a via de sinalizacéo
Notch.

Alem disso, procedeu-se ainibicdo de gal-3 nas células MKN45 seguida pelo estimulo
com os ligandos Delta-4 e Jagged-1 imobilizados e, observou-se a expressdo de NICD por
western blot. Nesta linha celular, tal como observado anteriormente para AGS, a inibicéo de
gal-3 por s so traduz-se num aumento de activagao da via, e consequente aumento de NICD,
figura 9. Apos estimulo com os ligandos Jagged-1 e Delta-4, a activacdo da via Notch nas
células MKN45 torna-se mais evidente nas células onde a expressdo genica de gal-3 foi
previamente inibida sendo o estimulo pelo ligando Jagged-1 que mais activa esta via, nestas

célulasfigura.

MEKN45

NICD - c— — e -- -120KkDa

Acting . S S S S S_— Do

Delta-4 - + - - 4 -
Jagged-1 = = + - - +

Controlo Inibicdo de Gal-3

Figura 9. Galectina-3 modula negativamente clivagem de NICD. Apo6s 48 h de inibicdo ou ndo de galectina-3, as
células MKN45 foram submetidas a 6h de estimulo pelos ligandos Jagged-1 e Delta-4. Decorrido esse periodo, 0s
extractos das células foram resolvidos por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana foi incubada com anticorpo anti-gal-3 (M3/38), anti-actina (1-19-r) e anti-NICD de Notch-1 (C-20-r).

4) Galectina-3 interage com o receptor Notch-1

Com afinaidade de averiguar se ainfluéncia de gal-3 sobre a via de sinalizacdo Notch
poderia dever-se a interaccdo directa desta lectina com o receptor Notch, procedeu-se a
imunoprecipitacdo dos extractos celulares das linhas AGS e MKN45 com o anticorpo anti-
gaectina-3 (M3/38). O material resultante da imunoprecipitacdo foi revelado com o anticorpo
anti-Notch-1 e anti-gal-3 por western blot.

Pela andlise da figura 10, podemos observar que o receptor Notch-1, receptor inteiro

incluindo a porcéo extracelular glicosilada, com cerca de 300 kDa, co-imunoprecipita com
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gal-3. Existe portanto, a possibilidade da modulacdo da activacdo da via Notch pela gal-3 ser

dependente dainteracgdo fisica entre estas duas proteinas.

IP: anti-gal3

WB: anti-Notchl -
anti-Gal3 AGS MKN45

Notchl —-- r" —250kDa

— 50kDa
'
. — 37kDa
Galectina-3 —
Cadeia leve 1gG — — 25kDa

Figura 10. O receptor Notch-1 interage com galectina-3. Extracto celular das linhas AGS e MKN45 foram incubados
com anticorpo anti-gal-3 (M3/38). O imunoprecipitado resultante foi resolvido por SDS-PAGE, transferido para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi revelada com os anticorpos anti-gal-3 (M3/38) e anti-NICD de Notch-1 (C-
20-r).

5) Galectina-3 e a expressdo do receptor Notch-1 encontram-se inversamente

correlacionadas em tecido tumoral gastrico

Ao longo deste trabalho foram demonstradas evidéncias de que galectina-3 modula
negativamente a via de sinalizacéo Notch, em linhas celulares gastricas. Pretendeu-se também
averiguar se, em tecido tumoral géstrico, a correlagdo inversa entre a expressao de galectina-3
e do receptor Notch-1 se manteria. Desta forma, e recorrendo a técnica de imunohistoquimica,
analisou-se a expressao de gal-3 e do receptor Notch-1 em tecido tumoral gastrico.

14 casos de carcinoma gastrico foram analisados e classificados como indicado na
tabela 1 segundo o grau de intensidade de marcacéo. Dos 12 casos de carcinoma do tipo
intestinal estudados, encontramos uma elevada intensidade de marcacéo para a expressao de
galectina-3 em nove, classificada na sua maioria como (++++). Neste mesmo tipo de tumor, e
para 0S Mesmos Casos, a marcagdo para O receptor Notch-1 apresenta-se com menor
intensidade (Tabela 1). As figuras 11A, B, C, D, E e F ilustram este exemplos no qual
encontramos este tipo de correlagdo inversa entre a expressdo de galectina-3 e do receptor
Notch-1. Em 3 casos estudados de carcinoma de tipo intestinal, observamos que a intensidade
de marcagdo da expresséo de galectina-3 € mais fraca (+ e ++, Tabela 1 e figura 11G), sendo

gue um destes casos esta associado a uma maior intensidade de marcacéo para o receptor
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Notch-1 (++++), (Tabela 1 e figura 11H). Em alguns casos estudados foi encontrada mucosa
normal adjacente ao tumor. Como podemos observar pela figura 111, a expressdo de gal-3 no
tumor é maior que na mucosa normal. Pelo contrério, a expressdo do receptor Notch-1 no
tumor parece diminuir em relacdo a mucosa normal, figura 11J, encontrando-se desta mesma

forma, umarelacéo inversa entre gal-3 e o receptor Notch-1.

Tabela 1. Casos de carcinoma gastrico classificados segundo a intensidade de marcagéo pra os anticorpos anti-
gal-3 e anti-Notch-1.

Intensidade de marcagao Notch-1

Intensidade de marcagao Galectina-3

Intestinal
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Figura 11. Galectina-3 e o receptor Notch-1 encontram-se inversamente correlacionados em tecidos tumorais
gastricos. (A, C, E e I) representam uma maior marcagdo para galectina-3, e (B, D, F, J, G) representam uma menor
marcacdo para o receptor Notch-1, no tumor. (1) apresenta uma menor marcacéo para galectina-3 e, (J) uma maior
intensidade de marcacéo para o receptor Notch-1, no tumor.
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Discussao

Neste trabalho demonstrou-se uma inter-relagdo entre galectina-3 e componentes da
via de sinalizacdo Notch, umavez que: 1) células que expressam mais galectina-3 apresentam
uma menor expressao e clivagem do receptor; 2) a inibicdo do gene da galectina-3 leva a
maior expressao/activagdo do receptor; 3) galectina-3 co-imunoprecipita com o receptor
Notch-1 e 4) galectina-3 e a expressdo do receptor Notch-1 encontram-se inversamente
correlacionadas em tecido tumoral géstrico.

A activagdo da via de sinalizacdo Notch € modulada por diversas enzimas que
glicosilam o receptor Notch nas repeticdes EGF, modificando a afinidade dos ligandos para o
receptor. A O-fucosilagdo dos receptores, € indispensavel para a activacdo da via de
sinalizacdo Notch. A adicdo de O-fucose serve como base para posteriores eventos de
glicosilacdo que modulam esta sinalizacd0™. Este residuo pode ser posteriormente alongado
pela adicdo de uma N-acetilglucosamina (GIcNAC), por enzimas denominadas Fringe™. A
estrutura obtida pela adicéo de GIcNAc pode ser modificada pela adicdo de uma galactose
(Gal), por uma B -1-4-galactosiltransferase, que origina uma estrutura N-acetilactosamina
(LacNAC). A estrutura LacNAc resultante € um ligando de alta afinidade de galectina-3. Esta
estrutura ainda pode ser modificada pela adicdo de écido sidico ligado via a2-3 ou a2—6 por
enzimas denominadas sialiltransferases™. Desta forma, é provavel que ainteraccéo entre gal-3
e 0 receptor Notch-1 possa ser realizado vialigagcdo a carbohidratos presentes no receptor.

O papel de gaectina3 na tumorigenese, depende da sua localizagdo celular.
Extracelularmente, galectina-3 exerce a sua fungdo principalmente através da sua interaccao
com carbohidratos especificos na superficie celular. Verificou-se que a galectina-3 pode
afectar a mobilidade celular e invasdo da matriz extracelular, interactuando com proteinas de
matriz como a fibronectina, colagénio, laminina, e integrina portanto, facilitando a
metéstase™ *’. A interaccdo galectina-3-carbohidrato, também aparenta ser importante na
inducdo da proliferacéo celular e angiogénese®®, assim como na inducéo de apoptose™. Alem
da sua funcé@o na activagdo de diversas vias de sinalizagéo, extracelularmente, galectina-3
pode influenciar a progresséo tumora ao modular a endocitose de receptores
transmembranares. Verificou-se que a endocitose de Pl-integrina induzida por gal-3 em
células de carcinoma da mama, foi acompanhada por um rapido “cell spreading” ao facilitar a
mobilidade celular®.

Uma vez observado que galectina-3, nas células AGS, se localiza preferencialmente na

superficie celular figura 3A, ndo seriaimprovavel que a menor quantidade de receptor Notch-
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1 encontrado nesta linha figura 2A e B fosse consequéncia directa da interaccdo entre
galectina-3 e o receptor Notch-1, pela possibilidade de gal-3 poder influenciar a endocitose
deste receptor. Pelo contr&rio, na linha MKN45, a locdizacdo de galectina3 €
preferencialmente citoplasmatica, sugerindo desta forma que uma menor quantidade de
gaectina3 na superficie celular possa ser a provavel causa de se encontrar uma maior
quantidade de receptor Notch-1 nestas células. Estes resultados séo confirmados pel os ensaios
de inibicdo de inibicdo de gal-3, no qual verificamos um aumento do receptor Notch-1 na
auséncia de galectina-3. Verificase portanto uma relacdo inversa entre a quantidade de
gaectina-3 presente na superficie das células AGS e MKNA45 figura 4 com a quantidade de
receptor Notch-1 observado nestas linhas figura 2.

Um papel estruturalmente importante por parte de galectina3 extracelular foi
verificado em células T. Observou-se que galectina-3 dificulta o receptor TCR de iniciar a
transducdo de sinal, ao formar complexos mutlivalentes, lattices, com os carbohidratos
presentes nos TCR®. Este efeito, restringe a mobilidade lateral do complexo TCR, crucia
para a activagdo das células T, modulando negativamente a resposta destas células. Por
paralelismo, em células onde galectina-3 foi previamente inibida, encontramos uma maior
activacdo da via de sinalizagdo Notch figura 8 e 9. Uma possivel influéncia negativa na via
Notch a nivel extracelular poderia provir do facto de galectina-3 ser capaz de formar
oligbmeros, interligando diferentes glicoproteinas presentes na superficie da célula A
formacdo desta rede “supramolecular” poderia dificultar a interaccdo entre receptores e
ligandos e posterior activacéo davia Notch.

Notch é activado pelaligacdo dos ligandos DSL. Estainteraccéo € extremamente forte
e pensa-se que permita criar a forca fisica necesséria a dissociagdo do receptor e respectiva
activacgo®. Alem de que, as clivagens sequenciais de Notch que permitem a libertacdo de
NICD, séo facilitadas pela forca dindmica exercida pela endocitose do ligando e do
ectodominio de Notch, que leva & exposicdo do loca de clivagem pela enzima ADAM®,
Desta forma, a interaccéo entre galectina-3 e carbohidratos presentes no receptor Notch-1
poderia explicar em parte, a modulacdo negativa exercida por gal-3 na activacdo da via.

Encontram-se portanto evidéncias de que galectina3 regula negativamente a
quantidade de receptor Notch-1 disponivel na superficie celular e por consequéncia a
activacdo da via (analisado tanto a nivel de expressdo de genes como da quantidade do
préprio NICD). De notar que na imunoprecipitacdo realizada com anticorpo anti-galectina-3,
ndo foi encontrado NICD, o que sugere que a regulacdo da via Notch pela galectina-3

aparenta ser realizada a outro nivel e ndo por interaccao directa com este dominio clivado. No
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entanto tendo em conta o papel intracelular de galectina-3, ndo € improvavel que aregulacdo
desta via também possa ser realizada intracelularmente.

Intracelularmente foi demonstrado que galectina3 pode interagir com diversas
proteinas, independentemente do seu reconhecimento a carbohidratos. Gal-3 pode interagir
com o oncogénico K-RAS e facilitar a transducdo de sinal desde K-RAS a RAF e
fosfoinositol-3-cinase, estando esta associago relacionada com a transformagéo celular® A
galectina-3 também pode influenciar a tumorigenese através da regulacéo do ciclo celular pela
ligagdo ap-catenina™ um componente da via de sinaizagdo Wnt, e parece estar envolvida na
estimul acdo da expressao daciclina-D e c-myc. A interaccéo com factores de transcricdo pode
estar envolvida nestes processos. Entretanto, a fungdo mais estudada da galectina3 é a
inibicdo da apoptose em diversos tipos celulares tumorais expostos a diversos estimulos
apoptéticos (incluindo agentes terapéuticos)®® Galectina-3 possui similaridade de sequéncia
com a proteina Bcl-2, uma conhecida molécula anti-apoptética presente no citoplasma.
Verificou-se que a interaccdo entre estas duas proteinas regula a apoptose a0 bloquear a
libertac&o do citocromo ¢ da mitocdndria®’ Esta galectina protege as células tumorais contra a
apoptose induzida pela perda de ancoragem® sugerindo que funcione como determinante
critico para a sobrevivéncia e disseminacéo das células cancerigenas em circulacéo durante a
metéstase. Esta fungdo resulta da capacidade de galectina-3 induzir a paragem do ciclo celular
através da modulagdo de diversas ciclinas e seus inibidores. Recentemente, Chen e
colaboradores, 2009%!, demonstraram que galectina-3 é capaz de regular negativamente a
activacdo de cdlulas T (via TCR) ao estar envolvida no processo de endocitose deste receptor,
independentemente do seu reconhecimento a carbohidratos. A endocitose € um componente
importante da via de sinalizagdo Notch, possuindo um papel importante na manutencdo de
uma forma activa do receptor Notch, na producéo de ligandos activos, assim como na
transducdo de sinal apds activacdo da viaNotch®. Na ausénciade ligando, o receptor Notch é
constantemente internalizado e marcado por “ubiquitina ligase E3”, para degradacdo em
lisossomas assim como para reciclagem’® ™ demonstraram que apés endocitose do receptor
Notch-1, outros passos de ubiquitinagdo sd0 necessarios para marcar o receptor Notch, na
superficie celular, para degradacdo, e que um complexo formado pela ubiquitinase chl
aparenta ser importante para os primeiros eventos de endocitose. Tem sido demonstrado que o
complexo formado pela ubiquitinase cbl, que leva a endocitose dos receptores de superficie
celular, pode ser inibido pela proteina Alix. Esta proteina aparenta portanto regular
negativamente o trafego endocitico ao promover a desubiquitinacdo de receptores na

superficie membranar™®. Ainda segundo Chen et al, 2009 e colaboradores®, galectina-3
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parece actuar de forma a atenuar a proteina Alix. Estes dados permitem levantar a hipotese de
que gaectina-3, através de atenuacdo da proteina Alix, facilite a formagdo do complexo
mediado por cbl, que por sua vez leva a ubiquitinagdo de receptores de superficie celular e
consequente internalizacéo.Neste caso, e tendo em conta que o receptor Notch é avo de
ubiquitinacdo pelo complexo chl, a presenca de galectina-3 afectaria a presenca deste receptor
na superficie da célula, levando a uma maior internalizagdo. Por outro lado, na auséncia de
gaectina-3, o papel da proteina Alix ndo seria atenuado, o receptor Notch, ndo seria tdo
ubiquitinado por cbl, permanecendo mais estavel na membrana. Isto, resultaria numa maior
activacdo davia Notch, devido amaior disponibilidade de receptores.

O papd de galectina3 no cancro gastrico ainda ndo se encontra totalmente
esclarecido. A fata de concordancia nos diversos estudos realizados reflecte a versatilidade
do papel desta lectina. Inicialmente, observou-se que um aumento da expressdo de gal-3 se
encontrava associado a tumores primarios, comparativamente ao tecido gastrico adjacente,
assim como a focos metastéticos em nddulos linféticos ™ ™ ™. Mais recentemente, uma
reducéo da expressdo de galectina-3 foi associada a metastase em nédul os linfaticos assim
como a estados de maior diferenciacdo em cancro gastrico™ A expressio de galectina-3 neste
tipo de cancro parece depender do tipo histologico estudado assim como do grau de
diferenciacéo do tumor.

Por seu lado, a sinalizacdo Notch parece ter uma fungdo oncogénica no cancro gastrico
a0 promover a manutencdo de células num estado indiferenciado. Esta via encontra-se
portanto associada a tumores mais indiferenciados em cancro gastrico™ ’ Encontra-se
descrito que tumores géstricos podem ser classificados em intestinais ou bem diferenciados e
difusos ou pouco diferenciados, estando associado a cada um deles vias carcinogenéticas
diferentes®.Dada a pouca amostragem de tecido tumoral géstrico, nenhuma correlacéo acerca
do perfil de expresséo de galectina-3 e do receptor Notch-1 com o tipo histolégico e grau de
diferenciac@o foi exequivel. No entanto, no estudo realizado observou-se uma correlagéo
inversa entre o padréo de expressdo de galectina-3 e do receptor Notch-1 nos casos de tecido
tumoral gastrico de tipo intestinal estudados. Neste tipo de tumor, e na maioria dos casos
analisados, encontrase um aumento da expressdo de gaectina3 e uma diminuicdo na
expressdo do receptor Notch-1. No entanto, também foram observados casos no qual uma
diminuicao da expressdo de gal-3 se encontrava associado a um aumento do receptor Notch-1.
No caso de tecido de tumor gastrico de tipo difuso, menos diferenciado, encontramos uma
reducdo de galectina-3, associado a este tipo de tumor. De notar que independentemente do

tipo histologico tumoral, encontra-se sempre uma correlacdo inversa entre a expressao destas
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duas proteinas, que se encontra em concordancia com os resultados obtidos nas linhas
celulares gastricas.

Dados os resultados obtidos, foi proposto um modelo sobre de que forma galectina-3
influenciaria a via de sinalizacdo Notch anexo 1. Acredita-se que esta interaccdo sgja
dependente dos carbohidratos presentes nas repeticdes EGF do receptor. Além disso, embora
ndo tenha sido demonstrado neste trabalho, também foi proposto que galectina-3 possa
interagir com os ligandos de Notch, uma vez que estes possuem 0 mesmo tipo de glicosilagéo
dos receptores na sua porcéo extracelular. Através da sua capacidade de oligomerizagéo,
gaectina-3 interage com varios receptores de superficie celular, formando estruturas em
lattice, que dificultaria a mobilidade dos ligandos. Desta forma, a presenga de galectina-3 e
sua interaccdo com Notch estaria por um lado a favorecer a endocitose do receptor, e, por
outro lado, a dificultar a activagdo deste e consequente transducdo de sinal, verificando-se
desta forma uma menor quantidade de receptor Notch na superficie da céula
Intracelularmente, a presenca de gal ectina-3 facilita a ubiquitinagdo do receptors, marcando-o
para degradacdo contribuindo no processo de regulacéo negativa da via de sinalizagdo Notch
anexo 1A. Na auséncia de galectina-3, 0 receptor encontra-se mais estavel na superficie
membranar, e, dem do mais, a interaccdo entre o ligando e o receptor Notch encontra-se
favorecida. Por outro lado, a ubiquitinagdo do receptor é desfavorecida. Desta forma,
encontra-se uma maior quantidade de receptor Notch na superficie celular, associada a uma
maior activacdo davia anexo 1B. Os resultados obtidos evidenciam que o estimulo das células
pelo ligando Jagged-1, alem de aumentar a activacéo da via Notch, aumenta a producéo de
galectina-3 figura 6B. Desta forma, 0 modelo proposto tem em causa que 0 aumento da
producdo de gal-3 observado possa funcionar como um mecanismo de feedback negativo da

viaNotch.
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Conclusao

A presenca de galectina-3 no microambiente tumoral aparenta mediar diversas fungdes
gue favorecem o processo tumorigénico. Tem sido descrito como esta lectina interage em
diversas vias de transducdo de sina. Neste trabaho, foi proposto que gaectina3 poderia
interagir com a via de sinalizacéo Notch e desta forma modular a sua funcéo. Os resultados

obtidos sugerem que gal-3 possui um papel importante na activagéo da via Notch:

1. Galectina3 modula negativamente a expressdo do receptor Notch-1 tanto na
presenca como na auséncia de estimulo davia Notch pelo ligando Jagged-1

2. Aposinibicdo de gaectina-3, as células tornam-se mais sensiveis ao estimulo pelos
ligandos Delta-4 e Jagged-1, verificando-se um aumento da clivagem do receptor
Notch-1, associado a um aumento da activacdo da via Notch. Alem disso, estes
resultados séo confirmados pela sobreexpresséo de genes directamente dependentes
da clivagem do receptor Notch.

3. Demonstrou-se que galectina-3 interage directamente com o receptor Notch-1.
Pensa-se que essa interaccdo seja dependente de carbohidratos e sgja a forma pela
qual gal-3 modula negativamente a via de sinalizacéo Notch.

4. A correlagéo inversa entre a expressao de galectina-3 e do receptor Notch-1 também

€ encontrada em tecido tumoral gastrico.
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Anexo 1. Influéncia de galectina-3 sobre a via de sinalizagdo Notch. No painel A encontra-se uma situagdo em que as células possuem galectina-3. Nesta situagao, ao inter agir
com 0s receptores na superficie celular, galectina-3 realiza o “ cross-link” de carbohidratos, modulando negativamente a activacdo da via Notch, tanto ao dificultar mobilidade do
receptor Notch e ligandos, dificultando a activag¢do do receptor como, ao facilitar a endocitose do receptor. Intracelularmente, galectina-3 pode facilitar a ubiquitinacéo do receptor
mar cando-o para degradacgédo. Na auséncia de galectina-3 (B), a activagdo da via Notch é favorecida, tanto pela maior interaccio entre receptores e ligandos, como pela menor

degradacdo do receptor. Desta forma, encontramos maior quantidade de receptor na superficie da célula.
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