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RESUMO

Martins L. Galectina-3 na Fisiologia e no Cancer Tdeide: ldentificacdo de SNPs no Gene
LGALS3e Estudo Funcional de GalectinasB Vitro e in Vivo [Tese]. Sado Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Pa0@s8.2

A galectina-3 € uma proteina monomérica de 30kRaaguesenta uma alta expressao
no cancer de tirdide, no entanto, a funcao espadaifesta proteina na tumorigénese da tirdide
nao é conhecida. Para investigar o envolvimentgadectina-3 na fisiologia e no cancer de
tirdide usamos varios modelos biolégicos e metaglato A presenca de SNPs nos cédons
64, 98, 183 e 201 do gengsALS3foi identificada em tumores benignos e malignos de
tirdide por sequenciamento de DNA. No entanto, aiagéo detalhada do SNP no codon 98
(T98P) por método de Polimorfismo ConformacionaFita Simples (SSCRhostrou que o
genotipo deste SNP ndo esta correlacionado contigende tumor benigno ou maligno da
tirdide. A inducéo condicional da expressao do gece RET/PTCna linhagem celular de
tirdide de rato PCCI3 aumenta a expressao génigaldetina-3, sugerindo um envolvimento
desta proteina nos eventos iniciais da tumorigédadedide. No entanto, quando somente a
expressdo de galectina-3 é induzida na linhagemI3@énhhum aumento na proliferacdo
celular e transformacdo da célula é observado,risuige que galectina-3 ndo é um fator
oncogénico. Na linhagem de carcinoma papilifertirdele TPC-1, que apresenta o oncogene
RET/PTC enddgeno, o silenciamento pos-transcritiatea galectina-3 por método de
interferéncia de RNA mostra que: 1) a galectinaBtribui para a sobrevivéncia da célula
tumoral e progressdo do ciclo celular, aumentandxpaesséo de c-Myc e diminuindo a
expressdo de p21 e caspase-3; 2) a galectinaiggasafl-catenina e coopera na transcricdo de
genes alvos da sinalizagdo WI§d¢atenina MMYC e CCNDJ); 3) a galectina-3 aumenta a
fosforilacdo das proteinas ERK e AKT, colaborandoativacdo sustentada de importantes
vias de sinalizacdo que estdo envolvidas no centtalexpresséo, estabilidade e funcdo de
reguladores do ciclo celular. Na linhagem celul&CB observamos que a galectina-3
aumentou a atividade do promotor do g&gegoor ensaios de gene reporter, mas este efeito é
perdido quando a via de sinalizagdo WpFCAtenina é ativada constitutivamente. Por outro
lado, na linhagem celular de carcinoma cervical &alLgalectina-3 atenua a atividade do
promotor do gendg que é induzida pelo fator de transcricdo TTF-1.aUvmez que ndo
detectamos ligacdo entre galectina-3 e TTF-1, sugser que o efeito de galectina-3 na
transcricdo delfg € um efeito indireto e depende do contexto cellitavivo, a avaliagcao
histomorfologica e imunohistoquimica da tiréide damundongos tratados com droga
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bociogénica mostra que camundongos knockouts palectipa-3 (Gal3) respondem ao
tratamento promovendo uma redugdo mais acentuadanmen folicular tiroidiano e um
aumento menor na expressdo de tireoglobulina docquaindongos selvagens (GAIB
Concluimos que a galectina-3 contribui para a @e&fo do ciclo celular e sobrevivéncia da
célula tumoral e interfere na diferenciacédo daladtlicular tiroidiana.

Palavras-chave: Tir6ide, Cancer de tiroide, Galectinad33ALS3 B-catenina, Ciclina D1, c-Myc,
p21, p27, MAPK, AKT, PI3K, WNT, TTF-1, PAX-8, Tirgbobulina, Interferéncia de RNA,
Knockout para galectina-3, Gene reporter, Ensaimt@geacado proteina-proteina, Polimorfismo de um
Unico nucleotideo, Sequenciamento e Polimorfisnmdareacional de fita simples.
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ABSTRACT

Martins L. Galectin-3 in Thyroid Physiology and C€an Identification of SNPs in tHeGALS3gene
and functional study of galectini8 Vitro andin Vivo[PhD thesis]. S&do Paulo: Biomedical Science
Institute, University of S&o Paulo; 2008.

Galectin-3 is a 30 kDa monomeric protein highly regsed in thyroid cancer,
however, its specific function in thyroid tumorigesms is unknown. To investigate the
involvement of galectin-3 in thyroid physiology awdncer several biological models and
methodologies were employedhe presence o3NP in codon 64, 98, 183 and 201 of the
LGALS3gene was identified in benign and malignant thd/maimors by DNA sequencing.
Nevertheless, a detailed evaluation of SNP on cof8n(T98P) by the single-strand
conformation polymorphism method showed that thBPr§enotype is not correlated with the
phenotype of benign or malignant thyroid tumorse Tdonditional induction oRET/PTC
oncogene expression in the rat thyroid cell lineCBCincreases the galectin-3 gene
expression, suggesting involvement of this protéin the early events in thyroid
tumorigenesis. However, when only the galectin-Bregsion is induced in the PCCI3 cell
line no increase in cell proliferation and cellnséormation is observed, suggesting that
galectin-3 is not an oncogenic factor. In the gapilthyroid carcinoma cell line TPC-1 which
presents th&RET/PTConcogene, the post-transcriptional silencing ef glalectin-3 gene by
the RNA interference method shows that: 1) galectireitcbutes to tumor cell survival and
cell cycle progression, increasing c-Myc expressionl decreasing p2l1 and caspase-3
expression; 2) galectin-3 binds ffecatenin and cooperates in transcription of WNGatenin
signaling target genesMYC and CCNDJ); 3) galectin-3 increases the phosphorylatadn
ERK and AKT proteins, collaborating in activatiohimportant signaling pathways involved
in the control of expression, stability and funaotiof cell cycle regulators. In the PCCI3 cell
line, we observed that galectin-3 increasedTthgromoter activity using the reporter gene
assay, but this effect is abolished when the WiNGdtenin signaling pathway is constitutively
activated. In contrast, in the HelLa cervical cavoma cell line galectin-3 attenuatdg
promoter activity which is induced by transcriptiactor TTF-1. Since we did not detect
binding between galectin-3 and TTF-1, we suggesat the effect of galectin-3 iig
transcription is an indirect effect and depends oegllular context. In vivo, the
histomorphological and immunohistochemical evabratiof mice thyroid treated with
goitrogenic drugshows that galectin-3 knockout mice respond tarmeat promoting more

accentuated reduction in follicular lumen and lowerease in thyroglobulin expression than
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wild-type mice. In conclusion, galectin-3 contribatto cell cycle progression and tumor cell
survival and interferes in the differentiation bytoid follicular cell.

Keywords: Thyroid, Thyroid cancer, Galectin-BGALS3 Single Nucleotide Polymorphism (SNB},
catenin, Cyclin D1, c-Myc, p21, p27, MAPK, AKT, M3 WNT, TTF-1, PAX-8, Thyroglobulin,
RNA interference (RNAI), Galectin-3 knockout, Ref@orgene assay ST-pull downSequencing and
Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP).
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1 INTRODUCAO
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A galectina-3 é uma proteina da crescente faméi¢edtinas animais com afinidade
por B-galactosideoS’. A expressdo de galectina-3 foi associada ao c@mevarios tecidos
@ Na tir6ide, uma alta expressdo desta proteiodsérvada em neoplasias foliculares,
sugerindo o uso da imunodeteccdo de galectina-3ocam potencial marcador de
malignidade em neoplasias de tir6ftie.

A puncdo de agulha fina (PAF) é um procedimento lestabelecido utilizado no
diagndstico de ndédulos tiroidianos. Entretanto, istintdo diagndstica entre os tumores
foliculares benignos e malignos (adenoma folicutacarcinoma folicular) somente com base
em caracteristicas citolégicas é extremamenteildfficMesmo apés a avaliacdo histoldgica
criteriosa de invasdo vascular e capsular nem sfmmossivel diferenciar o carcinoma do
adenoma foliculat®. Como conseqiiéncia, a maioria dos pacientes coams éssdes Sdo
encaminhados para a cirurgia. Por esta razao, ie¥sgo de galectina-3 foi amplamente
investigada para fins de diagnostico, uma vez q@i®Y autores mostraram que galectina-3
apresenta uma alta expresséo no cancer de tirdideexpressdo muito baixa ou ausente em
tumor benigno e tecido normd™ ”. Por outro lado, a expressdo de galectina-3 tanfoém
observada, com uma freqiiéncia menor, em tumordgrms{®*" e em casos considerados
suspeitos de malignidade pela analise histol6§ic&, sugerindo um envolvimento de
galectina-3 na progressao tumoral.

Apesar da expressao de galectina-3 ter sido amptamevestigada no cancer de
tirdide, muito pouco é conhecido sobre o papeladpsiteina na fisiologia e na tumorigénese
da tiréide.

1.1 O CANCER DE TIROIDE

O cancer de tirdide representa a malignidade em#danais comum. Nodulos
tiroidianos palpaveis estdo presentes em 4% a 5%opgalacdo adulta, no entanto, apenas
uma pequena fracdo destas lesdes representa €&haktirdide é constituida de dois tipos
distintos de células produtoras de horménio, asagfoliculares de origem epitelial, que séo
responsaveis pela producédo dos horménios tiroigdigtiiodotironina (E) e tiroxina (T); e as
células C originarias da crista neural, que sapormsaveis pela producdo do hormdnio
calcitonina®®. Os carcinomas tiroidianos séo classificados case em parametros clinicos

e histoldgicos e incluem os subtipos: folicularpififero e indiferenciado (anaplasico) que
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sd0 originados da célula folicular e o carcinomaufa que é originado da célula®®. O
tipo mais prevalente de cancer da tirdide é o wanca papilifero e representam 85 a 90 %

dos caso&?,

A via de sinalizacdo MAPK (do inglésditogen-Activated Protein Kinaye a via
mais estudada na tumorigénese da tiréfiéFigura 1). AlteragcBes genéticas envolvendo os
genes que codificam o receptor tirosina quinase,REAS dois efetores intracelulares RAS e
BRAF sao freqlentes no carcinoma papilifero. O pegeRET ndo é expresso na célula
folicular de tiréide, no entanto, ele pode serativ pelo rearranjo cromossémico conhecido
como RET/PTC, que é resultado da fusdo do domioisina quinase do receptor RET com a
sequéncia N-terminal codificada por genes heteododste rearranjo promove uma alta
expressdo do oncogemET/PTCna célula folicular e a ativagdo constitutiva damdhio

tirosina quinaselo receptor de RET que sinaliza através da via MABK

As mutacgOes ativadoras no geBiRAFe RASe o rearranjdRET/PTCsé&o observados
em mais de 70 % dos casos de carcinoma papilifalraanente ocorre sobreposicdo no
mesmo tumor®” ') sugerindo que a ativacdo desta via é um everseneisl no
desenvolvimento do cancer e a alteragdo de um (efetor desta via € suficiente para a

transformac&o celul&f®2?),

EmboraRET/PTC RAS e BRAF sinalizem por uma via comum (Figura 1), estas
alteracdes genéticas foram associadas a subtipesitsos de carcinoma papilifero, os quais
apresentam algumas particularidades quanto a edstittas fenotipicas e perfil de expresséo
de genes™. A mutacdo ativadora no gemRAF é encontrada no carcinoma papilifero
classico e de célula alta, sendo altamente prdesleam casos de cancer esporadico em
adultos™®, enquanto que a mutacBASNnao é restrita a um subtipo especifico de caneer d
tirdide, sendo mais prevalente em carcinomas pdifecenciado e anaplasidd®™ 22 Por
outro lado, o rearranjRET/PTCé frequentemente encontrado em carcinomas papdife
ocultos ou microscépico$” e sdo particularmente prevalentes em casos ped&e de

pacientes expostos & radiacdo ioniz&ite,

Além destas causas genéticas jA& bem estabeleaid#s/acdo de PI3K (do inglés:
Phosphatidil-Inositol 3-Kinage e a sinalizacdo WNTPB/catenina também sdo eventos
observados durante a progressdo do cancer deetitdid. Estudos recentes mostram que a
ativacao constitutiva da via MAPK pelos oncogeRES/PTCou RAS podem convergir para
a via PI3K/AKT e WNTB-catenind®’ 3%
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Figura 1 — A via de sinalizagdo MAPK e alteracdes genéticas roons no cancer de tiréide.
MutacdoBRAF RASe PTEN (vermelho) e rearranj@ET/PTC(escrito em vermelho) que
sdo comumente observados no cancer de tirGideaede sinalizagéo que eles controlam.
As mutagbes mutuamente exclusivas dos gdES/PTC RAS ou BRAF fornecem
evidéncias genéticas de que a sinalizacdo MAPK cexemrm papel essencial na
tumorigénese da tir6ide. Além disto, estudos rexseapontam para um importante papel
da via PI3K/AKT na tumorigénese da tirdide. Adaptaé Riesco-Eizaguirf€’ (2007).

A proteina AKT, também conhecida como PKB (do isgj&otein kinase B)é uma
proteina serina-treonina quinase ativada por PtBKifglés:Phosphatidylinositol 3-Kinae

@) Entre outras vias, AKT pode ativar transducaasidal def-catenina através da regulacéo

negativa da atividade de GSK&".

A B-catenina € um componente central na via de trgdsddo sinal WNT e também é
um componente integral das juncdes celulares dedadéFigura 2f°?. Na auséncia da
sinalizacdo WNT, #-catenina é fosforilada por proteinas serina-tremgjuinases, caseina
guinase e GSK3B(do inglés:Glycogen Synthase Kinas#)3A interagdo entre estas quinases
e ap-catenina é facilitada pelas proteinas axina e ARCinglés:Adenomatous Polyposis

Coli) que formam um complexo de destruicdo, que promaosdegradacéo diacatenina pelo
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proteassoma (Figura 2A). A ligagédo da proteina VS Eeu receptdirizzled,ativa a cascata
de sinalizacdo que inibe a degradaca@-datenina. A elevacdo dos niveisfieatenina leva
ao seu acumulo no nucleo onde ela forma um complero membros da familia de fatores
de transcricdo TCF (do inglégi-cell Factor Family e atua como um co-ativador na
transcricdo de genes alvos (Figura $B)®

A via de sinalizacdo WNB/catenina exerce um importante papel no desenveition
e organogénese de varios tecidd’s **) Alteracdes na sinalizacdo WNBFtatenina s&o
responsaveis pelo desenvolvimento de varias dogerpakiindo o cancer e doencas
degenerativaS>3". Mutacdes no gene que codificg-&atenina CTNNBJ, axina AXIN) e
APC (APQ), estdo entre as alteragdes genéticas que proma\aivacao constitutiva da via
WNT (32, 38, 39.)

Na tirdide, o papel da cascata de sinalizacdo \WN&atenina em células normais e no
cancer é pouco conhecido. No entanto, estudostescemstraram que células foliculares
normais expressam os componentes da via de sg@d2&/NTf3-catenina (WNT Frizzlede
Dishevelled e sdo capazes de formar o complexo de degradagiconsiste de APC, axina e
GSK33 “9. No cancer de tirdide, mutacdo nos ge@&SNB1le APC foram observadas em
carcinomas anaplasicos e pouco diferenci&dd®. Tanto a mutacdo no ge@I NNBlcomo
a expressao elevada flecatenina nuclear foram associados a um prognodéstavoravel e
a agressividade do tum&™ ) Embora estas mutacdes raramente sejam obsergatas
carcinomas diferenciados de tirdide, uma alta &mwiih de carcinoma papilifero é relatada
em pacientes com Polipose adenomatosa familiar, doenga hereditaria autossémica
dominante causada pela mutacdo do gene APC nadinhgerminativa'.

Desta forma, as vias de sinalizacdo PI3K/AKT e WNNddtenina podem cooperar
com a via MAPK durante a tumorigénese e a progoedsdcancer de tirdide, controlando

vérias fungdes celulares fundamentais, tais comalifgracédo, sobrevivéncia e diferenciacédo
(27, 42-44).
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Via de sinalizacdo WNTB-catenina. A) Na auséncia do sinal WNT, os niveis e
catenina livre sdo constantemente controlados pgradacdo no proteassoma.pA
catenina livre no citoplasma, a qual estd em daiolicom ap-catenina nas juncdes de
adesdao, é recrutada para o “complexo de destrug@dendo APC, axina e GSK3A
GSK3 fosforila a proteing3-catenina, que entdo é reconhecida pelo complexo de
ubiquitinacdo SCF (do ingléSkpl-Cull-F-boxcontendo a protein&TrCP (do inglés:
S-Transducin Repeat-Containing ProtgifProteinas presentes neste complexo catalisam
a adicAo de uma cadeia de ubiquitinag-éatenina e assim B-catenina pode ser
reconhecida e degradada pelo proteassoma. Na &usénsinalizacdo dg-catenina o
complexo TCF/Grouchdnterage com histonas desacetilases (HDAC) e repran
transcricAo de genes alvoB) Na presenca de WNT, seu recepfoizzled forma
complexo com a proteina LPR e se torna ativado.lésta a uma cascata de sinalizacéo
intracelular que € ainda pouco compreendida, najsaevelled DVL) ativa GBP, um
inibidor da atividade de GSK3 Consequentement@-catenina ndo é fosforilada pela
GSK33 e ndo é degradada pelo proteassonficatenina livre se acumula no citoplasma
e é entdo translocada para o nacleo, onde ela @geertendo o complexo repressor
TCF/Groucho em um complexo ativador TfH€atenina que recruta o co-ativador CPB,
ativando assim a transcricdo de genes responsiiBFa  Adaptado de Fodd&
(2001).
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A tirdide adulta caracteriza-se por baixa renovad@&o suas células foliculares,
entretanto, tumores de tiréide sdo observados erdaﬂf%pulagéélz), indicando que as estas

células mantém um potencial para proliferar mediastimulos mitogénicos.

As células normais necessitam da presenca de smnaédgyénicos para sair da
quiescéncia (g, iniciar a reentrada no ciclo celular e progrediavées da fase;Glevando a
fase S. A decisdo da célula de replicar o DNA edgplicar é influenciada por sinais
extracelulares, tais como soro e fatores de creston™® *®. Por outro lado, sinais
proliferativos também podem ser desencadeadosrptar-pncogenes, mesmo na auséncia ou
na reducdo de fatores de crescimento, representarulincipal forma pela qual células

tumorais podem atingir uma proliferacdo descontiaf.

Fatores de progressao, tais como ciclina D1 eneidil, quinases dependentes de
ciclina (CDKs), E2F, retinoblastoma (RB), pl16, pp27 e p53 regulam a transicdo de G
para fase S (Figura 8y.

A ciclina D1 é uma proteina de meia vida curta ggaeacumula no nucleo apds
estimulo de fatores de crescimento e é essencrlgprogressao do ciclo celular na fagse G
(Figura 3)“). Os fatores de crescimento podem regular a ciditapor pelo menos 4
mecanismos distintos: inducdo da transcricdo, digtgfio da proteina, translocagcdo da
proteina para o nlcleo e unido com seus compashsitaliticod*®. O fator de transcricdo
c-Myc também exerce um papel central na transigéia g fase S. A expressao desta proteina
estd ausente em células quiescentes, mas é rapigameuzida por fatores de crescimento
“8) A proteina c-Myc induz a transcricdo de variosegeenvolvidos na transicio/6 e

promove a ativacdo de complexos de ciclina D-CDKitkna E-CDK2“%),

A maquinaria do ciclo celular controla ndo apenagraiferacdo, mas também a
sobrevivéncia ou a apopto§€. A producédo excessiva de c-Myc, por exemplo, premo
ativacdo de pl19, um inibidor da atividade de MDM#f,gpor sua vez, esta implicado na
degradacéo de p53 pelo proteasstiffiaA ativacédo de p53 promove a parada do ciclo aelul
e/ou apoptose através da ativacao transcricionp2@laum inibidor da atividade ciclina-CDK
(Figura 3)®®. Desta forma, células normais podem frear umaiferatdo descontrolada e
prevenir a replicacéo de células com DNA danific&dlo

As células tumorais, ao contrario de células nospeiresentam progressao do ciclo

celular acelerada, resisténcia a sinais inibitbeassensibilidade a pontos de checagem de
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DNA danificado? *® no entanto, os mecanismos pelos quais estass@stapam da morte

e promovem uma proliferacdo descontrolada ndoatabmente compreendidos.

No céancer de tiréide, a expressado de moléculashadas no controle do ciclo celular,
tais como ciclina D1, c-Myc, p21, p27, esta altar@dé correlacionada com o estagio, a

agressividade e o aumento de potencial metastiitomor™®® 14 47

I—» Transcrigdo

\/\/ % Ubiquitinacéo

APOPTOSE  DEGRADAGAO PELO
PROTEOSSOMA

_®
©
®
&
&),

Fase S

Fase G,

Figura 3 — A progresséo do ciclo celular atravésadfase G/S. Ciclina D1 e ciclina E1 cooperam
para o controle da transicdo da fasgSGatravés de interacdes com a proteina
retinoblastoma (RB). Ciclina D1 e ciclina E1 hetbneerizam com quinases ciclina-
dependentes (CDKs) 4 e 2, respectivamente, patigan@ supressor de tumor RB pela
sua fosforilacdo. A RB néo fosforilada atua como nepressor do fator de transcrigdo
E2F, enquanto que a inativacdo (fosforilacdo) de p@mite que a atividade
transcricional de E2F prossiga. E2F ativa a tragéorde genes que estdo envolvidos na
transicdo da fase,(ara fase S, tais como a DNA polimerase e a timaidjuinase. Os
inibidores p161"**, p21°F e p27'**, prejudicam a atividade do complexo ciclina-CDK,
prevenindo assim a fosforilacdo de RB. Os inibisate CDK atuam, por sua vez, como
supressores tumorais. O supressor de tumor p5% iadoarada do ciclo celular pela
regulacdo positiva de p21, que inicia a apoptoseni@eis da proteina p53 na célula sdo
finamente controlados por reguladores negativbgotao a proteina MDM2. A proteina
M,PMZ torna a proteina p53 alvo da degradacéo pedte®ssoma. Adaptado de Kondo

(2006).
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As vias de sinalizagdo MAPK, PI3K/AKT e WN3tatenina foram associadas ao
controle da maquinaria do ciclo celuldf** % A via de sinalizacdo PI3K/AKT é a
principal via implicada na progresséo da fagep@a a fase S do ciclo celuf&?. Estudos
mostram que a proteina AKT pode regular positivamartransducdo do sinal flecatenina
através da inativacdo de GIK%¥", e assim promover a transcricdo de genes alvos da
sinalizacdo WNT (Figura 2). Os genes que codifieanproteinas c-MydMYQ) e ciclina D1
(CCNDJ) séo alvos desta via de sinalizaé&0*® Outros estudos mostraram que a inducao
transcricional da ciclina D1 por fatores de cresgito € dependente da via RAS/RAF-
1/MEK/ERK “& %9) Recentemente, foi demonstrado que a ativacaaddAPK/ERK regula
positivamente a transcricdo de ciclina D1, e maisliamente a via PI3K promove a
estabilizacdo da ciclina D%V, sugerindo que a sinalizacdo MAPK e PI3K coopepanma
controlar a progresséo da fasefara S do ciclo celuldr®. Além disto, a ciclina D1 e o c-
Myc sé@o proteinas de vida curta, cujos niveis sfulados pela degradacdo proteolitica
dependente de fosforilacdo pela G8K{ue, por sua vez, tem a atividade inibida pela via
PI3BK/AKT “?. AKT pode, ainda, fosforilar diretamente os inimiels p21 e p27 e assim

modular sua estabilidade, localizacéo e ativid&de

A ativagdo das vias de sinalizagdo MAPK e PI3K t@&mbforam implicadas na
regulacéo da sobrevivéncia e proliferacdo indepgedite ancoragem de células tumoféls
A capacidade de sobreviver e proliferar indeperetaahte de ancoragem é uma propriedade
necessaria para que células tumorais adquiram undtife invasivo. Células epiteliais
mostram uma sobrevivéncia dependente de ancoraggual é mediada por interagbes com a
matriz extracelular e com células vizinhas. A desfio destas interacdes leva a uma versao

especializada de apoptose causada pela perdasimadmatrizgnokig ©¢2 >

A perda da diferenciagéo celular, fenbmeno conlbecitno desdiferenciagéo, é uma
caracteristica comum a progressdo tumoral. A diteagdo da célula folicular tiroidiana na
embriogénese e a manutengédo da homeostase dufaseeatulta sdo reguladas pelos fatores
de transcricao TTF-1 (do ingléShyroid Transcription Factor I PAX-8 (do inglésPaired
box § e TTF-2 (também conhecida corfrkhead box EIFOXEL) ®* 5% Estes fatores
cooperam para regular a transcricdo da tireogloaduto transportador de sodio e iodo (NIS;
do inglés: N&I  Simporte), do receptor de hormodnio tireoestimulante (R-TSH)da
tireoperoxidase (TPO), os quais sd0 essenciaisg@racéo tiroidian&® °”. No cancer de
tirdide, o fendtipo indiferenciado esta intimamemédacionado a perda da expressdo de
fatores de transcricdo TTF-1 e PAX-8 e de genesefs regulados (tireoglobulina, TPO,
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NIS e R-TSH)®®. Além disto, a diminuicdo na expressdo destessgemebém foi observada

em carcinomas papiliferos e foliculares pouco-diferadod®®.

A ativagdo constitutiva de efetores ao longo da MAPK foi associada a
desdiferenciacé@o celular na tiroide. A expressa®E&/PTCou mutacgddBRAF em células
foliculares de rato PCCI3 inibem a expressdo d@mdgiobulina, NIS e R-TSIKP*®Y e este
efeito foi associado a diminuicdo da expressaati fle transcricdo PAX-8 e/ou inibicao da
atividade transcricional de TTF-1 e PAX%8 %2

Estudos ent. elegansDrosofila e camundongos mostram que as proteimdamilia
WNT sdéo as principais moléculas envolvidas na iadugmbrionéria, geracao de polaridade
celular e especificacdo do destino da céftflaEntretanto, o papel da sinalizacdo WNT na
diferenciagcdo da célula tiroidiana em condi¢Besolfigicas ou patolégicas é pouco
conhecido. A ativacao constitutiva da via de sraldo WNTp-catenina, por mutagcdo nos
genesAPC e CTNNB1 é frequentemente observadas em tumores poucedtifados e
indiferenciados de tirdide, sugerindo que a atiwagksta via pode contribuir para a
desdiferenciacdo da célula tumdfa1*® Além disto, um estudo recente em linhagem celular
diferenciada de tirdide de rato FRTL-5 mostrou guativacdo da via WNJBcatenina

reprime a transcricéo do gene TF®

1.2 ESTRUTURA E FUNCAO DA GALECTINA -3

As galectinas sao proteinas da crescente familiealmas animais que se ligam a
carboidratos do tip@-galactosideo$’. Os membros desta familia também s&o encontrados
em muitas espécies incluindo desde mamiferos, neésgeeixes, anfibios, vermes, insetos até
espongiarios e fungd¥.

As galectinas foram inicialmente identificadas conertinas que se ligam
galactosideos de extratos de tecido de vertebraftns1994 a familia das galectinas foi
formalmente definida com base tanto na homologisedgiéncia como na sua propriedade de
ligacdo & galactosided?. Atualmente, esta familia apresenta 14 membrattifitmdos em
mamiferos, todos contendo o dominio de reconhe¢onal®e carboidratos (DRC) de
aproximadamente 130 aminoacidos. Baseados no nuenerganizacdo deste dominio, os
membros desta familia foram classificados dentr8 dabtipos: O grupo protétipo (galetina-
1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 e -14) que apresenmtanico DRC, o grupdandenrepeat
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(galectina-4, -6,-8, -9 e 12) que apresentam d&€[@ o grupo quimera que apresenta um
DRC conectado a um incomum dominio N-terminal logge € rico em aminoé&cidos glicina
e prolina®® ) A galectina-3 é Ginico membro do grupo quimera fpiddentificado em
vertebrado&® ®°)

A galectina-3 é possivelmente a proteina mais adu@ntre os membros da familia
de galectinad®”. Esta proteina monomérica foi inicialmente idéraifia como Mac-2, um
antigeno de 32 kDa expresso na superficie celelamatrofagos peritoniais de camundongos
%) Desde entdo, esta proteina foi descrita comeeiptque se liga a IgE (IgEinding
protein), CBP35,eBP, RL-29, HL-29, LBP e L-34, até que em 1994 @andficialmente

denominada galectina{3 €7,

O geneLGALS3(do inglés:Lectin, GALactoside-binding, Soluble), ue codifica a
galectina-3 humana, esta localizado no Idctg21-22 e transcreve para um mRNA de 11 kb
de 6 éxons e 5 introf¥). Este gene apresenta varios candidatos a SNPadaspbs quais
estdo depositados nos bancos de dados publicémgle Nucleotide Polimorphisdo NCBI

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMBearch&DB=snp mas uma relacdo entre

estes SNPs e variacdes fenotipicas especificasantds a saude ndo foi avaliada. A
investigacdo de SNPs tem auxiliado na compreenségedes que influenciam o risco de
desenvolver cancéf’®. Assim, o fato de galectina-3 ter sido associadadmcer em varios
tecidos faz com que o geh&ALS3seja um interessante alvo para identificacdo desSN

A galectina-3 é encontrada em Varios tecidos tamo condicbes normais como
patolégicas? °”. Embora a expresséo de galectina-3 tenha sidowaloseem uma infinidade
de tecidos normais, ela é principalmente descnitaexidos de origem epitelial e em células
do sistema imunolégic”. A expressdo de galectina-3 também é observadameargrande

variedade de carcinom&s

A galectina-3 € predominantemente observada noplagma, mas pode ser
transportada para o nicl&€8 ou secretada para o espaco extracef{ffarEstudos recentes
mostraram que galectina-3 pode migrar para o njotgopelo menos duas vias distintas:
difusdo passiva ou por transporte ativo dependeéatbgacdo as proteinas que facilitam o
transporte através do poro nucl€&r’®

O papel biolégico de galectina-3 nédo é totalmentapreendido, no entanto, ela tem
sido associada a varios processos fisiologicos teldggcos importantes, tais como:

progressdo e metastase de tumof&8® processo inflamatério®”, morfogénese e
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angiogénesd®). Varias funcdes intracelulares e extracelularesnfo associadas a esta
proteina® ") No compartimento extracelular, a galectina-3associada & adesdo celular
sugerindo que ela possa desempenhar um papel néogémese, angiogénese, endocitose
@7 Intracelularmente, a galectina-3 foi associada prdliferacdo, anti-apoptose e

processamento de pré-mRNR.

Os mecanismos moleculares pelo qual galectina-2ngd@snha uma fungdo na
tumorigénese sdo ainda pouco compreendidos. Neerc@lecmama, a expressao elevada de
galectina-3 foi associada & supresséo da apoptseida pela perda de ancorad&th 6xido
nitrico ®® ou drogas anti-cancer comaiaplatinum® e Genistein®". Diferentes iniciativas
mostraram que a galectina-3 pode suprimir a apeppms, pelo menos, 3 mecanismos
distintos: inibicdo da via que envolve a proteimpressora da apoptose B2, ativacdo de
proteases cisteinas como a caspa$®-8u modulagcéo da expressédo de genes e da atividade
de reguladores do ciclo celular tais como ciclirg iclina E, p21 e p2#® °3 Um dominio
funcional BH1 (NWGR), o qual é altamente conservadisze os membros da familia Bcl-2,
foi identificado na galectina-3 e a integridadetdedominio parece ser essencial para sua
atividade anti-apoptética e na habilidade para rawdu expressao de reguladores do ciclo
celular® 90 92 por outro lado, Yoshii (2002) mostrou que a foikfodo de galectina-3 na
serina 6 (S6) € necessaria para a sua funcdo nessép da apoptose, induzida por perda de
ancoragem ou tratamento com drogas anti-tumorag egulacéo da expressédo e atividade

de reguladores do ciclo celufd?.

Interessantemente, a galectina-3 foi associadaasa wportantes vias envolvidas no
controle do ciclo celular e na regulacdo transenil da ciclina D%*°". Estudos em
linhagens de carcinoma mamario e fibroblastos st que a galectina-3 pode se associar
a RAS e modular sua atividade na céltia®”. Entretanto, embora RAS seja um importante
efetor da via de sinalizagdo MAPK, a qual é freqemente alterada no cancer de tirdide, um
envolvimento de galectina-3 na transducédo do siedRAS e na via MAPK na tiréide nunca
foi investigada. Além disto, outro estudo mostroe galectina-3 pode se ligaBecatenina e
ativar a transcricdo de genes alvos da via deizagdlo na linhagem de cancer de mama
BT549 %), Por outro lado, o papel da via de sinalizacédo V@NeRtenina na tumorigénese da
tirdide ainda é pouco compreendido e as implicagliegalectina-3 nesta via em células

tiroidianas nunca foram investigadas.

Poucos estudos tém contribuido para elucidar o msoa molecular pelo qual
galectina-3 desempenha um papel na tumorigéneti@idie@. Estudosn vitro na linhagem de
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carcinoma papilifero de tiréide e na linhagem eoniia de tirdide humana TAD2 mostram
gue a expressao elevada de galectina-3 confereluda c& capacidade de proliferar
independentemente de soro, ancoragem ou contatooatnas células®® °® Além disso,
outro estudo mostrou que a expressdo de galectiGafdositivamente regulada pela
transformacé@o maligna da linhagem celular de tr@id rato FTRL5 como 0 oncogeRASe
que galectina-3 pode se ligar ao homeodominio tlor fde transcricdo TTF-1 e regular
positivamente a sua func&o no promoto gé®.

Desta forma, a expressédo de galectina-3 foi as¥@avarios processos bioldgicos
que estdo comumente alterados no cancer, entretafio¢do especifica da galectina-3 na

fisiologia e patologia da tirdide ndo € conhecida.
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Identificamos 4 SNPs no gen&ALS3(P64H, T98P, R183K, Q201H) de tumores
benignos e malignos de tiréide. A analise detalhdaleSNP T98P mostra que ndo existe
associacdo entre os genétipos do SNP T98PGISLS3e o fendtipo de tumor benigno ou
maligno da tiroide.

A expressao de galectina-3 € regulada positivamegitea inducdo da expressédo do
oncogene RET/PTC na linhagem folicular de tiréide de rato PCCI3,gexindo um

envolvimento de galectina-3 em eventos iniciaisutiaorigénese da tirdide.

Na linhagem de carcinoma papilifero de tirdide TRCa galectina-3 favorece a
sobrevivéncia da célula tumoral e a progressaoido celular, aumentando a expressao
génica e proteica de c-Myc e reduzindo a expressi@2l e da caspase-3. A proteina
galectina-3 se liga &-catenina e regula, positivamente, a expressaogdossMYC e
CCND1 Além disto, a galectina-3 favorece a ativacadotanvia de sinalizacdo AKT como
da via ERK, sugerindo que este poderia ser um @¢asnmismos pelo qual galectina-3 regula a
estabilidade e atividade de importantes reguladdeesiclo celular (por exemplo: c-Myc e
p21) na célula tumoral de tiréide.

A inducdo da expressdo de galectina-3, na céldiaufar da tiréide, aumenta a
expressdo d&YC e CCNDJ], mas ndo confere a célula um aumento na progrekséclo
celular, sugerindo que o efeito de galectina-3 raifpracdo e sobrevivéncia da célula
tumoral € um evento secundario ao desenvolvimeattuhor e € dependente de alteracbes

moleculares prévias.

7

A galectina-3 ndo é essencial para o desenvolvioneotmal da glandula tiréide
durante a embriogénese. Por outro lado, a aus@aaalectina-3 modifica a histomorfologia
e 0 padrdo de expressdo da tiroglobulina na tiréidecamundongos knockout para a
galectina-3 tratados com drogas bociogénicas. Ndacélicular tiroidiana, a galectina-3
aumenta a expressao e a transcricdo do fgnmas este efeito € prejudicado pela ativacao
constitutiva da via de sinalizagdo WNIcatenina. O efeito da galectina-3 na regulacéo da
transcricdo de tiroglobulina é um efeito indiretdependente da presenca de TTF-1, uma vez
gue a galectina-3 nao forma complexo com fatoresashescricéo tiroidianos (TTF-1 ou PAX-

8) e ndo exerce efeito no promotoridena auséncia destes fatores.
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