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RESUMO

Nas células existem vias de sinalizacdo que tem como objetivo reconhecer um estimulo
extracelular e utilizar de diferentes mecanismos para traduzir uma resposta, cumprindo sua
funcdo efetora dos processos fisioldgicos. A via de sinalizacao celular do tipo Notch, é
conservada evolutivamente e responsavel pelo processo de diferenciacdo celular,
desenvolvimento embrionario, proliferacdo e apoptose. Estudos apontam que a atividade de
Notch3 em situacdes de microambientes gravementes hipéxicos, se eleva através de sua
interacdo no receptor intracelular. O fator induzivel por hipoxia (HIF-1) é um dos principais
reguladores da transcricdo que atua na adaptacdo celular em situacdes de baixa taxa de
oxigénio. Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo compreender o mecanismo de
regulacdo HIF-1 sobre a via de sinalizacdo Notch3 em hipdxia.

Palavras-chave: Notch3, HIF-1, Sinalizagéo.

Action of hypoxia-inducible factor (HIF-1) on the Notch3 signaling pathway

ABSTRACT

There are signaling pathways in cells that aim to recognize an extracellular stimulus and use
different mechanisms to translate a response, fulfilling its effector function of physiological
processes. Notch-type cell signaling pathways are evolutionarily conserved and are
responsible for the process of cell differentiation, embryonic development, proliferation and
apoptosis. Studies show that Notch3 activity in severely hypoxic microenvironments is
increased through its interaction with the intracellular receptor. Hypoxia-inducible factor (HIF-
1) is one of the main transcription regulators that acts on cellular adaptation in hypoxic
situations. Given the above, this work aims to understand the HIF-1 regulation mechanism on
the Notch3 signaling pathway in hypoxia.

Keywords: Notch3, HIF-1, Signaling.
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1. INTRODUCAO

A biologia molecular é uma ciéncia que estuda estruturas genéticas em nivel celular,
tendo como objetivo analisar as moléculas e seus processos de replicacdo, traducao,
expressao, regulacdo e caracteristicas. Desta forma, a importancia na compreensao do
funcionamento das células pode nos auxiliar a garantir tratamentos mais eficientes e
especificos para doengas genéticas e infecciosas, estender nossa expectativa de vida com
gualidade e garantir o entendimento mais profundo de como o nosso organismo funciona
em diversas situacdes. Todavia, para que um processo metabdlico ocorra, necessita-se
de um estimulo que gere uma reacdo em cadeia para o produto final (MORAES, 2013).

Para cumprir sua funcado nos processos fisiologicos, as células possuem vias de
sinalizac&@o que reconhecem um estimulo extracelular e as utilizam como ferramentas para
traduzir suas respostas. Este recurso ocorre pelas interacdes das proteinas e reacfes de
fosforilagdo e desfosforilacdo. Para Lehninger (2014) essas reacfes sao intermediadas
pelas vias regulatorias, possuindo um papel fundamental para a regulacdo da expressao
génica, ou seja, toda reagdo molecular carece de uma protegdo para agilizar o processo
dos quais utilizam-se enzimas nas reagfes, sem que haja falhas no procedimento,
evitando erros genéticos e assim as doengas que podem levar ao mal estar do individuo
(LEHNINGER, 2014).

As sinalizag6es celulares do tipo Notch € conservada evolutivamente e responsavel
pelo processo de diferenciagdo celular, desenvolvimento embrionario, proliferacdo e
apoptose. Essa familia se divide em quatro tipo de subsinaliza¢des: Notch 1, Notch 2,
Notch 3 e Notch 4, sendo que possuem um dominio extracelular com receptores EGF-Like
(epidermal growth fator) e uma porcao intracelular NICD (Notch-IC). A falta de um desses
mecanismos ou omissao de alguma molécula pode estar relacionada com diminuicdo da
resposta imunitaria, aumento de problemas ovarianos, dificuldade de especificacao
celular, aumentos de acidentes vasculares e oncogénese (PLATONOVA et al, 2017).

Dentro da via de sinalizacdo temos proteinas reguladoras que evitam o
desenvolvimento de problemas mencionados anteriormentes. O fator induzivel por hipdxia
(HIF-1) é uma molécula descoberta por William Kaelin, Peter Ratcliffe e Gregg Semenza,
sendo um fator de transcricdo heterodimérico composto por HIF-1a e HIF-1B. E um dos
principais reguladores da transcricdo que atua na adaptacdo celular em situacdes de
hipoxia, ou seja, quando o corpo esta com falta de oxigénio, a molécula de HIF-1 nédo é

degradada, interferindo nas vias de sinaliza¢do, estimulando a ativacdo de diversos genes



e assim, induzindo desde o desenvolvimento das células tronco até a organogénese
(VILLA et al, 2014).

Chun (2019) aponta que de acordo com varios estudos a atividade dessa proteina em
situacdes de microambientes gravementes hipéxicos leva a potencializacéo da via Notch3,
através de sua interacdo no receptor intracelular INC. Como o receptor Notch3 é uma via
gue tem ligacdo com HIF-1a, o aumento da metilacdo do DNA esta envolvido diretamente
nessa regulagdo, o que foi confirmado pelo estudo: “The NASA twins study: A
multidimensional analysis of a year-long human spaceflight”, tendo sido analisado o
aumento de células T na resposta inflamatéria (GARET-BAKELMAN et al, 2019).

Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo compreender o mecanismo de
regulacdo HIF-1 sobre a via de sinalizacdo Notch3 em hipdxia.

2. METODOLOGIA

A reviséo bibliografica € a sustentacdo de uma pesquisa cientifica de acordo com
Priscila Jacobsen (2017). Decorre de uma base de dados confiavel para a construgéo
teorica e validagdo de pensamentos, além de definir objetivos para o projeto. A sintese de
uma nova ideia se interconecta com os pensamentos de varios autores, constituindo um
pilar em nossa base de conhecimento. Em se tratando de um trabalho narrativo tende a
analisar a literatura publicada em livros, artigos e revistas, afim de abordar uma analise
critica do autor (ROTHER, 2007).

O recente estudo refere-se a uma pesquisa bibliografica, tendo seus dados obtidos a
partir livros, artigos, dissertacdes e teses em inglés, espanhol e portugués. As bases de
dados utilizados incluiram: Pubmed, Scielo, portal bibliografico do Google School e sites
da Fiocruz e revista Science (2005-2020), por meio das palavras-chave: Notch3, HIF-1 e

sinalizagao.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 O gene Notch3

O gene Notch3 esta localizado no locus 19p13.2-p13.1 representado pela figura 1,
dispondo de 33 éxons e estende-se por 41 kb. A proteina codificada representa 2.321
amino&cidos no dominio transmembréanico. Sua funcdo € controlar a multiplicagdo e
diferenciacdo das células, além de estar relacionado com um mecanismo de apoptose

(SILVA et al., 2013).



Figura 1 — Cromossomo 19 e a localizacdo do gene Notch3
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Fonte: WIS (2021).

Em estudos constatados por Hosseini-Alghaderi e Baron (2020) com camundongos,
foi verificado a importancia da via de sinalizacdo Notch3 para o desenvolvimento da
vasculatura, onde foi confirmado que a diminuicdo dessa via de ativacdo ocasionou em
defeitos de maturacdo das células musculares lisas, diminuindo a espessura da parede
vascular e gerando mal formagdes dos vasos arteriais. Diminuindo o recrutamento de
pericitos, que sao células que revestem 0s vasos sanguineos, dando estabilizacdo e
suporte aos mesmos, ocasionando manifestacdes clinicas como hemorragias e defeitos
na barreira hematoencefalica (HOSSEINI-ALGHADERI; BARON, 2020).

No decorrer do desenvolvimento vascular, as células precursoras endoteliais se
distinguem e constituem as redes tubulares. Quando ocorre a angiogénese, as redes
passam pelo processo de germinacdo e assim 0s vasos sanguineos sao fortificados pelo
recrutamento das células periendoteliais, que se diferenciam em células do musculo liso
vascular (DAMICO, 2007).

Em um outro estudo realizado pela NASA no ano de 2017, constatou-se que teve uma
mudanca significativa na producao das células de resposta imune inata e adquirida.
Através da andlise de metilacao do DNA exposto pela figura 2, o promotor NOTCH3 sofreu
uma alteracao de 10,7% para 20,2%, sendo suas diferencas comparadas pelo método de
Jensen-Shannon, com base nos niveis de metilacdo normalizada (dNME) e niveis de
metilagdo (AMML) (GARET-BAKELMAN et al., 2019).



Figura 2 — Mudangas globais na metilagdo do DNA em voo aeroespacial
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Fonte: GARET-BAKEMAN et al. (2019).

3.2 Composicdo e mecanismo de acdo da via de sinalizagdo Notch

A via de sinalizagdo Notch é formada por trés tipos de dominios celulares: um
extracelular, transmembranar e outro intracelular, podendo utilizar de cinco diferentes
ligantes nos mamiferos: Jagged 1, Jagged 2, homoélogos de Serrate, Delta 1, 3 e 4 e
Homologos de Delta. Sua ativacao é realizada pelo receptor-ligante das células adjacentes
pela enzima metaloprotease (HOSSEINI-ALGHADERI; BARON, 2020).

A partir disso, ocorre uma segunda reacao proteolitica intracelular, na qual outra
enzima chamada 0&-secretase cliva e libera um dominio NICD. O mesmo ¢é levado ao
nucleo onde se heterodimeriza com uma proteina de ligacédo, formando uma sequéncia de
sinal de recombinacéo, ja que o NICD nédo se liga diretamente ao DNA. Assim, esse
cruzamento sintetiza um heterodimero com a proteina RBP-Jk que retira co-repressores
e favorece a ligagéo de co-ativadores, formando um complexo transcricional que ativa a
expressdo de diferentes genes reprimidos como representado na figura 3
(VASCONCELOS, 2011).



Figura 3 — Processo de sinalizac&o do receptor Notch.
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Fonte: BARON et. al; (2008).

Dessareacdo ela ira atuar atraves do mecanismo de inibicao lateral ou inducao lateral.
Na inibicdo lateral, sua reacdo faz a inducdo das células progenitoras terem destinos
diferentes mesmo se forem idénticas, o0 que varia para este processo é a quantidade do
ligante, mostrado na parte A da figura 4. Na inducdo lateral, 0s precursores expressam o
receptor Notch, mas ndo seu ligante, pois sdo estimulos externos representado na parte
B da figura 4. Também possui papel fundamental para manutencdo das células
estaminais, ou seja, a replicagdo de células troncos exposto na parte C da figura 4. Outro
papel é permitir a replicagdo das células tronco e suas maturagées, como TCD4+ ou
TCD8+, destinando as células filhas de heranca assimétrica (BATISTA, 2014).



Figura 4 — Mecanismos de acgéo da via de sinalizagdo Notch no processo de replicagéo
e maturacao celular
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Fonte: VASCONCELOS (2011).

3.3 Tipos de Notch e suas manifestagdes clinica

Os mamiferos possuem quatro tipos de vias de sinalizacdo Notch: Notchl, Notch2,
Notch3 e Notch4, conforme demonstrado na figura 5. Dependendo da mutag&o que ocorra,
promove inibicdo ou superexpressdo dessa via, possibilitando processos e doengas
totalmente distintas (PLATONOVA et al. 2017).

Figura 5 — Estrutura dos receptores Notch 1, 2, 3, 4
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Legenda: EGF repeats: repeticdo EGF; Extracellular portion;: porcdo extracelular; Intracellular
portion: porcéo intracelular; NRR: regido reguladora extracelular; ICN (NICD): regido intracelular
do Notch; LNR, HD, TMD, RAM, ANK, NLS, PEST: dominios especificos.

Fonte: PLATONOVA et al. (2017).

A ativacdo da via de sinalizagdo Notchl permite que células linféides imaturas evitem
diferenciar-se em células dendriticas, linfocitos B ou células mieldides. Desta forma,
proporciona a sobrevivéncia na B-selecdo, diminuindo a chance do desenvolvimento
tumoral, deste modo as células linféides se maturam corretamente para TCD4+ e TCD8+,
por meio da selecdo negativa (SERRANO-COLL, 2017).

Em um estudo de coorte realizado no Instituto Nacional do Cancer em 2008 no Rio de
Janeiro, foi constatado em sessenta e oito amostras, que 82,4% dos pacientes,
apresentavam mutacao na via Notch1 no dominio de heterodimerizacéo e correlacionaram
com uma leucometria inferior ou igual a 50x103/mm, interligado com o CD10+. O estudo
esta relacionado com a Leucemia Linféide Crénica, citado em um dos exames especificos
mencionados pelo grupo Fleury. Ele também diagnosticou duas irmas com 15 e 18 anos
com Leucemia Linféide Aguda da linhagem T, apresentando-se comum na fuséo do gene
SIL-TAL1, expressando o gene HOX11L2, de acordo com a pesquisadora Marcela Braga
Mansur (MANSUR, 2008).

s

Ja a via de sinalizacdo Notch2, é utilizada para o desenvolvimento de células do
coragdo, figado, rins, dentes e ossos. Toda célula capaz de fazer o organismo se
desenvolver durante a vida. Suas mutacdes estdo relacionadas com: Sindrome de
Alagille, Sindrome de Hadju-Cheney e canceres (LEE et al., 2009).

A Sindrome de Alagille € uma doencga causada por no minimo 10 mutac¢des do gene
Notch2, o que altera o seu receptor no formato dobrado tridimensionalmente e dificulta a
sinalizag@o através do ligante JAGGED1. Sua manifestacdo clinica se da por meio de
anomalias no figado, coracao, olhos, face e esqueleto. A principal alteracao clinica é a
colestase, que € a diminuig&o ou interrupcao do fluxo biliar (KAMATH et al., 2011).

Outra relacao é a presenca de ostedlise que é a perda de massa 6ssea, caracteristica
comum da Sindrome de Hadju-Cheney. Ela é uma doenca autossdbmica dominante onde
ocorrem varias mutacdes no final da regido do éxon 34, sucedendo o aumento de
expressao do Notch2 e consequentemente uma deformidade 6ssea. Como o gene esta
relacionado com a superexpressdo do mesmo, ele pode ocasionar cancer nas células
imunoldgicas (DANTAS et al., 2013).
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Na via de sinalizac&o de Notch3, sua fungéo € a sobrevivéncia das células musculares
lisas presentes na parede dos vasos sanguineos. A proteina Nocth3 ajuda na regulacao
de outros genes por intermédio do modelo chave-fechadura. A principal doenca
relacionada com este gene é a Arteriopatia Cerebral Autossdbmica Dominante com
Enfartes Subcorticais e Leucoencefalopatia (CADASIL), definida como uma arteriopatia
cerebral hereditaria, causando acidentes vasculares cerebrais, deméncia e enxaqueca
(CORREIA, 2011).

A via de sinalizacdo Notch4 refere-se ao fator de crescimento epidérmico, no qual é
resultante de diversas transcri¢cdes, sofrendo splicing e ocasionando a protedlise de
proteinas isorformas. A Associagéo Brasileira de Oncorrinolaringologia, através do estudo:
“Downregulation of Notch4 --- a prognostic marker in distinguishing oral verrucous
carcinoma from oral squamous cell carcinoma”, é relatado que o aumento da expressao
dessa via em células escamosas oral e em carcinomas verrucosos oral esta relacionada
com multiplos carcinomas (HARISHANKAR et al., 2019).

3.4 O gene HIF-1

As situacBes de hipoxia costumam provocar diversos sintomas, entretanto, nosso
organismo é capaz de se adaptar a esse meio. O gene HIF-1 trata-se de um fator de
transcricdo heterodimérico formado por duas subunidades: HIF-1a e HIF-13. O HIF-1q,
localizado no lécus 14g23.2 exposto pela figura 6, é regulado pelo nivel de oxigénio
intracelular e naturalmente degradado, enquanto o HIF-1 é invariavel e regula a expressao
do HIF-1a no gene alvo em hipéxia. Esse heterodimero é responsavel por regular a
expressao de mais de quinhentos genes de forma direta ou indireta e tem envolvimento
com a migracao, proliferacdo e diferenciacao celular, além de, estimular a angiogénese, a
regulacéo do pH, a dilatacéo dos vasos sanguineos e a inibicao da respiracao mitocondrial.
Sua principal funcdo é controlar a expressao de algumas vias em situacdes de hipdxia
celular, assim 0 nosso organismo consegue replicar e maturar as células sem que ocorra
erros genéticos no processo (GUSTAFSSON et al., 2005).
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Figura 6 — Cromossomo 14 e a localiza¢do do gene HIF-1a

Chr 14
= 07 = o
(o] [a¥) - - (o] o - [ar | [n TR L (o) - o — = - ol o (2]
(3] [ — ~— [y (3] — — = [ o4 LA = . =+ - = Cd 0O ol ] ol
-l - - - -l - [t el [ el ol LY I VI N I ¥ [ | () o Lol ] o o o
= o o o [ [ o [ [ o oo o oD o o [ fa [ oo [ [ [

Fonte: WIS (2021).

3.5 Mecanismo de a¢éo do HIF-1

Normalmente o HIF-1a € transcrito no nucleo com o auxilio de fosfatidilinositol3-
guinase (PI3K) ou proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) / ERK1 / 2, as duas sdo
proteinas de especificidade. O HIF-1a quando encontrado no citoplasma, geralmente é
degradado por meio de proteassomas e ubiquitilacdo. Entretanto, em uma situagédo de
hipoxia a degradacéo é evitada e o nivel de HIF-1a se eleva, desta forma, comeca a exercer
suas fungdes transcricionais nos genes especificos, sendo regulado pela acéo por HIF-1p3,
como demonstrado na figura 7. Em casos de intervencdo medicamentosa as opgfes sao:
a degradacdo de HIF-1a por hidroxilacdo, a utilizagdo dos seus coativadores para a

atividade desse mecanismo ou a modulagéo da atividade do gene (QIANG et al., 2012).

Figura 7 — Mecanismo de acao do HIF-1 sobre hipdxia
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Fonte: FERNANDEZ-TORRES et al (2017).
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3.6 HIF-1a no Notch3 em situacédo de hipoxia

Em estudos de Villa et al. (2014), identificaram-se que o HIF-1a ligou e estabilizou o
INC a partir da clivagem de y-secretase. O gene estimula um cross-talk entre Notch e HIF-1a
através da regido promotora Hesl, que é um gene alvo do Notch, aumentando a clivagem de
y-secretase e o dominio INC, sendo capaz de translocar-se para os genes alvo do nucleo,
conforme figura 8 (VILLA et al., 2014).

Figura 8 — Atuacdo do HIF-1 na via Notch

Notch ligand

Notch Hypoxia

receptor

)

Notch-mediated
N hypoxic response

canonical
hypoxic
response

VEGF

PGK
Epo
etc

Legenda: Notch ligand: ligante Notch; Notch receptor: receptor Notch; Notch ICD: NICD Notch; Notch-
mediated hypoxic response: Notch mediado com resposta a hipdxia; Stem cell maintenance:
Manutencdo de células-tronco; Hypoxia: HipOxia; Canonical hypoxic response: Resposta hipéxica
candnica; VHL: Supressor de tumor Von Hippel-Lindau.

Fonte: GUSTAFSSON et al. (2005).

Estudos apontam que uma superexpresséao de HIF-1a, supressao de HIF-1f ou a falta
de degradacdo do heterodimero, leva a célula ao aumento/alteracdo da expressao de
genes especificos, 0 que pode ocasionar no desenvolvimento de um tumor. Como a via de

sinalizagdo Notch3 esta envolvida no controle da multiplicacdo celular, diferenciacdo das
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células e mecanismo de apoptose, foi constatado por Shareef (2013) a identificacdo da
troca da respiracao aerdbia por fermentacdo com o aumento de anidrase carbbnica (CA9),
através da superexpressdo de HIF-1a em células tumorais (SHAREEF et al., 2013).

Com base nos estudos Garet-Bakelman et al. (2019), Chun e Hargens demonstra que
0 HIF-1 pode estar envolvido nas expressfes de citocinas em astronautas e que esse
mecanismo de adaptacéo celular estaria relacionado diretamente na defesa do organismo
para evitar mutacdes por conta da radiacdo cosmica. Logo, para viagens espaciais mais
longas deve-se entender a regulacdo desse mecanismo de adaptacdo celular (GARET-
BAKELMAN et al., 2019).

4. CONSIDERACOES FINAIS

As vias de sinalizagdo sé@o de extrema importancia para a homeostase do
organismo, uma unica alteracdo compromete toda a cascata levando manifestagfes
clinicas para todo o corpo. O gene Notch3 tem como fungdo controlar a multiplicagéo
celular dos musculos lisos e sustenta-las. A diminuigdo dessa via pode ocasionar uma
baixa quantidade do epitélio e consequentemente o mal funcionamento.

O estudo sobre o esse gene realizado pela NASA tem um papel fundamental
para o entendimento do funcionamento do organismo humano, visto que ha um
aumento crescente na exploracdo espacial. Deste modo, a utilizacdo de técnicas
modernas como na biologia molecular faz-se necessaria para a contribuicdo
conhecimento dos estudos gendémicos sobre o funcionamento intracelular.

A descoberta do gene HIF-1 em 2019, auxilia no entendimento sobre os
mecanismos de adaptacao celular em diferentes ambientes e situa¢des. Logo, apesar
de complexo a via de sinalizagdo Notch3, identifica mudangas globais na expressao
do DNA, pela sua alteragdo e consequentemente ajuda a desenvolver terapias

gendmicas para diminuir efeitos adversos.
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