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RESUMO
Paixdo, AG. Efeitos da inibicdo da proteina PTEN sobre a neuroinflamagdo em
células gliais. 2018. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Outrora proposta exclusivamente como fosfatase citoplasmatica, hoje sabe-se
que as funcdes da PTEN vao além de sua atividade de fosfatase e podem depender
de sua localizac&o na célula. Evidéncias crescentes apontam para o potencial papel
da PTEN sobre a inflamacdo. Este trabalho objetivou investigar os efeitos
modulatorios da PTEN sobre a neuroinflamacdo em células gliais. Células gliais
primérias de rato foram co-tratadas com BpV(pic) e LPS por periodos de 4h e 24h.
Células U87MG foram desafiadas com LPS e transfectadas com os plasmideos para
localizacdo subcelular da PTEN. Os efeitos foram avaliados por ensaios de
viabilidade celular, Western Blotting, imunofluorescéncia, gRT-PCR, ELISA e
Multiplex. A eficiéncia de inibicdo da PTEN pelo BpV(pic) foi confirmada pela maior
fosforilacdo da AKT. Em 24h de co-tratamento com BpV(pic), houve reducdo da
resposta ao LPS para as citocinas IL-18 e TNF-a tanto a nivel de RNAm quanto
proteico, bem como inducdo da enzima Arginase-1 e atenuacdo da expressao do
receptor CD206. Ainda em 24h, houve inducdo da expressdo das enzimas
antioxidantes Sod2 e Gsr nas células co-tratadas com BpV(pic) e LPS. Em 4h de co-
tratamento, a inibicdo da PTEN por si s6 induziu a secrec¢éo da citocina IL-6. Tanto o
BpV(pic) exclusivamente quanto o co-tratamento com LPS ndo interferiu com a
sinalizagdo de IL-10 nem com os niveis de NO. Interessantemente, o desafio com
LPS em células U87MG néo induziu resposta via translocacéo de p65, mas reduziu
a viabilidade celular em altas concentracdes (100 pg/mL). A transfeccdo das células
com plasmideos para localizacdo subcelular da PTEN sugere que a linhagem
U87MG parece néo ser facilmente transfectavel pelos métodos avaliados. A inibicdo
farmacoldgica da PTEN mostrou-se um interessante alvo a reversdo da resposta
glial ao LPS. A continuidade deste estudo com outros esquemas de tratamento com
BpV/(pic) e utilizando-se um modelo de células PTEN"" mais facilmente transfectavel

pode levar a uma melhor interpretacao dos dados obtidos até o0 momento.

Palavras-chave: PTEN. Neuroinflamacéo. Células gliais.



ABSTRACT
Paixdo, AG. Effects of PTEN inhibition over neuroinflammation in glial cells.
2018. 87 f. Master’'s thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Formerly exclusively proposed as cytoplasmic phosphatase, it is now clear
that PTEN function is beyond its phosphatase activity and it may be cell
compartment-dependent. Growing evidences point to the modulatory potential of
PTEN over inflammation. This study aimed to investigate the modulatory effects of
PTEN over neuroinflammation in glial cells. Primary rat glial cells received BpV(pic)
and LPS co-treatment for periods of 4h and 24h. U87MG cells were challenged with
LPS and transfected with plasmids for PTEN subcellular localization. The effects
were analyzed by cellular viability, Western Blotting, immunofluorescence, gPCR,
ELISA and Multiplex assays. The inhibition eficiency of PTEN by BpV(pic) was
confirmed by increased AKT phosphorylation. Twenty-four hours post co-treatment, a
reduced glial response to LPS was observed to IL-13 and TNF-a cytokines both at
MRNA and protein levels as well as induction of enzyme Arginase-1 and attenuated
expression of CD206 receptor. In addition, at the time of 24h, an induction of the
antioxidant enzymes SOD2 e GSR was observed in co-treated cells. At 4h of co-
treatment, PTEN inhibition alone induces IL-6 secretion. Both BpV(pic) alone and
LPS co-treatment did not interfere on IL-10 signalization and in NO levels neither.
Interestingly, LPS challenged U87MG cells did not respond by p65 translocation, but
it reduced cellular viability in high concentrations (100 pg/mL). Cell transfection with
plasmids for PTEN subcellular localization suggests that U87MG lineage are not
easily transfectable by protocols tested in this study. Pharmacologic PTEN inhibition
proved to be an interesting target to LPS glial response attenuation. Complementary
analysis by other BpV(pic)-treatment regimens and using a model of PTEN™! cells

more easily transfectable may take to a better understading of the data we got so far.

Key-words: PTEN. Neuroinflammation. Glial cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Neuroinflamacao

Outrora tido como imunologicamente isolado, hoje se sabe que o sistema
nervoso central (SNC) possui competéncia imune para responder contra potenciais
invasores e danos em seu microambiente, 0os quais podem suscitar uma resposta
inflamatoria (revisado em CARSON et al., 2006). A resposta inflamatéria do SNC —
nomeadamente, a neuroinflamacdo — requer a mobilizacdo de células gliais,
neurdnios e células ndo-neurais para incitar complexas vias de sinalizacdo a nivel
celular e molecular em resposta as perturbacdes no sistema. As células da glia
(microglias, astrocitos, oligodendrocitos e células precursoras de oligodendrdcitos),
especialmente as micréglias e os astrécitos, sdo as células melhor equipadas para
responder a essas perturbacdes (revisado em JAKEL; DIMOU, 2017; revisado em
SOFRONIEW, 2015a).

Apesar da importancia das células gliais na neuroinflamacéo, a participacéo
de cada tipo celular e sua respectiva acao regulatéria sobre esta resposta pode ser
dispar. Os oligodendrécitos, por exemplo, sdo descritos, primariamente, como as
células gliais produtoras e mantenedoras da bainha de mielina presente nos axénios
dos neurénios. Embora a desregulacdo de funcdes dos oligodendrocitos também
esteja associada a doencas inflamatérias crénicas (MICHALSKI; KOTHARY, 2015;
WATZLAWIK; WARRINGTON; RODRIGUEZ, 2010), os astrécitos e as micréglias
sdo as células-chave da resposta inflamatéria cerebral. E importante ressaltar,
contudo, que a plasticidade funcional dessas células vai muito além da inflamacao
(revisado em SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Astrécitos e microglias inspecionam e sdo altamente sensiveis a perturbacdes
em seu microambiente, onde atuam no controle da resposta imune no SNC, na
remocao de restos celulares e na homeostase tecidual, desempenhando um papel
crucial & defesa e ao reparo tecidual frente a neuroinflamacédo (revisado em
SOFRONIEW, 2015b; revisado em KIELIAN, 2014). Tanto astrécitos quanto
microglias podem se tornar reativos para responder a essas perturbacbes e, em
conjunto com neurdnios e células ndo-neurais, ativam mecanismos celulares e
moleculares com potencial pré- ou anti-inflamatério dependendo do estimulo de
ativacao (revisado em FARINA; ALOISI; MEINL, 2007).
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No caso da microglia, em condi¢cdes saudaveis, esta célula permanece em
estado de repouso, assumindo uma morfologia ramificada. A micréglia pode ser
ativada por estimulos proé-inflamatorios como padrées moleculares associados ao
patégeno (PAMPs) e padrBes moleculares associados ao dano tecidual (DAMPS) e,
em resposta a estes estimulos, assume uma morfologia do tipo ameboide, a qual
facilita seu deslocamento através do tecido (TORRES-PLATAS et al., 2014)

Uma vez ativada, a microglia pode responder diferencialmente dependendo
de seu espectro de ativagcdo. Ao se ligarem a receptores de reconhecimento padréo
(PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLRs), diversos PAMPs e DAMPs podem
levar a ativacdo microglial (revisado em LEHNARDT, 2010). Como parte integrante
da parede celular de bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarideo (LPS) é um
PAMP crucial a sobrevivéncia deste patdgeno e um potente estimulo a ativacdo do
espectro microglial do tipo M1, suscitando um padrédo de expressdo génica para
elementos, cuja desregulacéo torna-os téxicos as células, como sintese e liberacéo
de niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias - fator de necrose tumoral (TNF)-a
e interleucina (IL)-1B, por exemplo -, inducéo de enzimas, como 0xido nitrico sintase
(NOSI) e ciclooxigenase (COX)-2, além de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROSs) e 6xido nitrico (NO) (revisado em CARNIGLIA et al., 2017; CHEN et
al., 2012; revisado em ROJO et al., 2014), tais eventos sdo consideravelmente
modulados pela estimulacdo do fator de transcricdo nuclear (NF)-kB (revisado em
SHABAB et al., 2017). O NF-kB é composto pelas subunidades p65 (ou RelA), RelB,
c-Rel, p50 e p52, as quais podem interagir formando homodimeros e heterodimeros
aptos a estimular a expressao génica diferencialmente dependendo da associacéo
entre as subunidades. A ativacdo deste fator de transcricdo pode decorrer da
interacdo entre os dimeros p50/p65, por exemplo (revisado em GILMORE, 2006;
revisado em GLEZER et al., 2000; SCHMITZ; BAEUERLE, 1991).

Enquanto a ativacdo microglial prolongada e a consequente liberacao
excessiva de elementos pro-inflamatorios podem ser tdxicas aos neurdnios, a
atividade microglial, por outro lado, também pode levar a resolucdo da resposta
inflamatoria via espectro de ativacao do tipo M2 (revisado em HENEKA; KUMMER,;
LATZ, 2014). Este fenodtipo de ativagdo microglial pode estimular a expressao génica
para codificar a secrecao de citocinas anti-inflamatorias - IL-4 e IL-10 -, receptores
de superficie, como o cluster de diferenciacdo (CD)206, enzimas como a arginase

(arg)-1 e proteinas de defesa antioxidante, como superdxido dismutase (SOD) e
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glutationa redutase (GSR) (revisado em CARNIGLIA et al.,, 2017; CHHOR et al.,
2013; revisado em ROJO et al., 2014).

1.2. PTEN: sinalizacéo, funcao e localizacdo subcelular

A ampla associacdo da perda de funcédo e mutacdo no gene PTEN (Fosfatase
e tensina homologa deletada no cromossomo dez) a tumorigénese confirma sua
relevancia para a manutencdo da condicdo celular sadia (revisado em SONG;
SALMENA; PANDOLFI, 2012). Como fosfatase bi-funcional, a PTEN é apta a
remocao de fosfatos tanto de substratos protéicos quanto lipidicos - polipeptideos e
fosfoinositideos, respectivamente. Ao desfosforilar o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) em fosfatidilinotisol-4,5-bisfosfato (PIP2), a PTEN antagoniza a acao de vias
posteriores a ela, as quais incluem a proteina quinase B (AKT), o alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR) e a quinase da proteina ribossomal S6 (S6K)
(AKT/mTOR/S6K) e, assim, regula um vasto conjunto de processos vitais, ao qual
estdo incluidos processos como metabolismo energético, sobrevivéncia,
proliferacdo, sintese proteica, ciclo e crescimento celular, cuja ruptura esta
intimamente associada ao desenvolvimento de tumores (Figura 1) (revisado em
CHEN; GUO, 2017; revisado em HOPKINS et al., 2014)

Outrora proposta exclusivamente como fosfatase citoplasmaética, hoje se sabe
gue o conjunto de funcdes da PTEN vai além de sua atividade de fosfatase, e,
eventualmente, dependente de sua localizacdo entre os diferentes compartimentos
celulares. Evidéncias crescentes sustentam a ideia de que a PTEN seja capaz de se
distribuir através da célula e de translocar de um compartimento celular a outro
(revisado em BASSI; STAMBOLIC, 2013). De fato, a PTEN pode se localizar no
ndcleo, no citoplasma, na membrana plasméatica, em organelas citoplasmaticas e
pode ser secretada pelas células em sua forma alongada — PTEN-Long (PTEN-L), a
qual, devido a sua permeabilidade membranar, pode inserir-se na célula e interagir
com outras células, nas quais modula a ativacdo da PI3K (revisado em BONONI;
PINTON, 2015; HOPKINS et al., 2013)

Durante a apoptose regulada por Ca?*, um aumento da localizacéo da PTEN
no reticulo endoplasmatico (RE) é observavel, sugerindo que a PTEN modula a
liberag&o do ion nesta organela celular (BONONI et al., 2013). Na mitocdndria, a
PTEN-L mostrou-se essencial a preservacdo da funcdo e estrutura mitocondriais
(revisado em BONONI; PINTON, 2015; LIANG et al., 2014).
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Interessantemente, um estudo conduzido em células US7MG (PTEN™
revelou que a PTEN pode se comportar diferentemente no citosol e no ndcleo. A
insercdo de PTEN em células PTEN™" removeu os niveis de PIPs da membrana
plasmética, contudo, o mesmo efeito ndo foi observado quanto aos niveis nucleares,
mesmo apos transfeccdo exclusivamente nuclear da PTEN na célula (LINDSAY et
al.,, 2006). Ademais, a PTEN nuclear desempenha um importante papel em
processos associados a estabilidade do genoma, atuando no reparo de DNA, na
integridade cromossomal, senescéncia e ciclo celular, bem como é capaz de regular
diversos outros processos via interacdo proteina-proteina, como, por exemplo, 0
crescimento celular e a transcricdo génica via interacdo com o fator de transcricao
proteina de ligagcdo ao elemento de resposta AMP (CREB) (revisado em CHEN;
GUO, 2017; BASSI et al., 2013; GU et al., 2011).

Figura 1 — Via de sinalizacdo PI3K/AKT/PTEN com seus principais elementos.
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Receptores do tipo tirosina quinase, como o receptor de insulina, uma vez ativados levam a
fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS) e consequentemente da PI3K,

ativando-a. Como quinase, a PI3K converte o PIP, em PIP3, propiciando o acoplamento da
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guinase dependente de fosfoinositideo (PDK) a AKT, a qual é fosforilada, ativando
elementos posteriores da via, como o complexo mMTORC1 e a S6 quinase (S6K). Esta, por
sua vez, leva a fosforilacdo de seu substrato, a S6. Além disso, a S6K participa de um
mecanismo de retroalimentacdo negativo a fosforilagdo do IRS e consequentemente reduz a
sinalizacdo da via PI3K/AKT. A PTEN, como fosfatase, converte o substrato PIP; em PIP,
inibindo a via da AKT. Fonte: Adaptado de COSTA, 2017.

1.3. PTEN e inflamacéo

Sabe-se que as funcbes da PTEN estdo além da supressdo tumoral e
protecdo do genoma, sendo ainda mais amplas. Nos ultimos anos, tém crescido o
conjunto de evidéncias que apontam para um potencial papel modulatorio da PTEN
sobre a inflamagéo.

Evidéncias sugerem que citocinas inflamatérias, como o fator de
transformacdo do crescimento (TGF)-B e o TNF-a, regulam a expressdo desta
fosfatase (revisado em CHEN; GUO, 2017). Enquanto a delecdo do TNF-a é capaz
de induzir a expressdo da PTEN (DA COSTA et al., 2016), niveis mais elevados de
TGF-B podem reprimir sua atividade de fosfatase ao estimular a fosforilacdo da
PTEN — o que leva a inativacdo da proteina (AOYAMA et al., 2013; YANG et al.,
2015)

Quanto a neuroinflamacéo, HUANG et al. 2015 exploraram o potencial papel
modulatério da PTEN sobre a dor neuropatica, a qual estd intrinsecamente
associada a neuroinflamacdo. Ratos com lesdo induzida por constricdo cronica
(LCC), cujo aumento de expressdo da PTEN foi induzido por injecdo adenoviral,
apresentaram reducdo da inflamacéo intra-articular e central, com reducdo da
fosforilagdo de mTOR (p-mTOR), da liberagédo de TNF-a e, consequentemente, da
sensibilizacdo nociceptiva (HUANG et al.,, 2015). Em contrapartida, em estudo
conduzido por WANG et al. 2014 observou-se que camundongos com delecdo da
PTEN modulada pelo promotor de insulina-2 de rato (Rip-Cre) exibem polarizagéo
macrofagica predominantemente M2 (WANG et al., 2014).

Desta forma, embora o conjunto de descobertas relacionadas a PTEN esteja
distribuido em vasta literatura cientifica ao longo das Ultimas décadas, as
descobertas atuais ainda sao limitadas e apontam para um papel dual da PTEN
frente ao processo inflamatdrio. Assim, o presente estudo buscou responder a

seguinte pergunta: quais os possiveis efeitos da PTEN sobre a neuroinflamacdo em
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células gliais? Este trabalho se baseou na hipotese de que a resposta ao LPS e a
localizacdo subcelular da PTEN possam estar modificadas em células gliais cuja
PTEN esteja inibida, de modo que a célula deficiente em PTEN seja capaz de
expressar um padrdo génico e proteico diferencial comparado as células com a
PTEN funcional, com consequente desregulacédo de citocinas inflamatorias, enzimas
antioxidantes, genes associados a inflamacédo e translocacéo citoplasma-nucleo da
PTEN, assim, a sinalizagdo e a compartimentalizacdo da PTEN seriam essenciais a
resposta inflamatéria no SNC. Por fim, este trabalho encaminha respostas que
podem aprofundar a compreensao dos efeitos da PTEN sobre a neuroinflamacéo, as
doencas associadas a delecdo e mutacdo da PTEN, as doencas neurodegenerativas
e, agregado a estudos futuros, pode contribuir ao desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para as condicdes supracitadas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Este estudo teve como objetivo geral avaliar os possiveis efeitos da inibi¢céo

da PTEN sobre a neuroinflamacéo em células gliais.

2.2. Objetivo Especifico
a. Investigar os efeitos da inibicdo de atividade da PTEN sobre sua
compartimentalizacdo em células gliais primarias e a potencial modulacdo destes

efeitos sobre a neuroinflamacéo induzida pelo LPS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Documentacédo Requerida

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, estando inscrito sob nimero 801/2016. Também, o presente projeto esta
de acordo com o Principio Etico em Pesquisa Animal e foi aprovado pela Comiss&o
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). O protocolo experimental seguiu todas as
exigéncias descritas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio
(SBCAL).

3.2. Cultivo de células

3.2.1. UB7TMG

As células da linhagem U87MG (PTEN™)) s&o células gliais neoplasicas
derivadas de glioma humano, as quais apresentam perda de heterozigose no braco
cromossOmico 10g do gene da PTEN (CLARK et al., 2010), s&o responsivas ao
desafio com LPS (BRAGANHOL et al., 2015) e apresentam expressao ubiqua do
TLR4 (Figura 2), do qual o LPS é um agonista classico. Assim, estas células foram
escolhidas como ferramenta para investigar a resposta de células PTEN™!" ao LPS,
bem como seu potencial de transfeccdo com plasmideos para localizacédo subcelular
da PTEN.

Figura 2 - Perfil de expressdo da PTEN e do TLR4 em células U87MG.
-

Imunorreatividade ao anticorpo (A) anti-PTEN (fluorescéncia verde ausente) e ao marcador
nuclear DAPI com imagem sobreposta de (B) PTEN e DAPI. As fotomicrografias séo
representativas de cinco experimentos independentes. Imunorreatividade ao anticorpo (C)
anti-TLR4 (fluorescéncia verde) e ao marcador nuclear DAPI (fluorescéncia roxa) com
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imagem sobreposta de (D) TLR4 e DAPI. As fotomicrografias sdo representativas das
triplicatas de um experimento, tendo sido analisados cinco campos por poco. Todas as
fotomicrografias foram adquiridas em aumento de 20x. Escala 50 uM.

As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e
cultivadas em garrafas T75 na concentracdo inicial de 5 x 10° células/mL em
Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com alta concentracdo de glicose (4,5
g/L) enriguecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), glutamina (2 mM), penicilina
(10.000 U/mL), estreptomicina (10.000 pg/mL) e de NaHCOs (1,5 g/L) em estufa a
37° C com atmosfera imida e 5% CO2. Para realizar a passagem e o plaqgueamento
das células, estas foram tratadas com solucdo de tripsina/EDTA ao atingirem a
confluéncia de 70-80%. Em seguida, as células foram mantidas em cultivo nas
condicdes preditas em garrafas T75 (5 x 10° células/mL) ou em placas de 24 pocos
(5 x 10% células/mL) para a passagem ou para o plagueamento, respectivamente. As

células foram utilizadas até a décima passagem.

3.2.2. Células gliais primarias

O protocolo de extracdo e cultivo de células gliais primarias (CGP) foi
adaptado de Mecha et al. (2011). Para a obtencdo das CGP foram utilizados ratos
Wistar neonatos provenientes do Biotério de Producdo de Ratos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB-USP). As células foram
obtidas do cortex cerebral de neonatos com 0-2 dias de idade. Apds a eutanasia do
animal, a qual foi habitualmente realizada no periodo da manh&d, o cérebro foi
transferido a uma placa Petri contendo Solugcdo Salina Balanceada de Hanks
(HBSS), prosseguindo-se com a remocdo da meninge. Em seguida, o coértex
cerebral foi extraido e transferido a um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de DMEM
gelado isento de SFB. As estruturas coletadas foram lavadas 1x com DMEM gelado
isento de SFB e, posteriormente, dissociadas em DMEM gelado enriquecido com
20% de SFB com o auxilio de uma pipeta. O tecido dissociado foi centrifugado a 168
g por 10 min a 4° C seguido pelo descarte do sobrenadante e ressuspensao do
pellet em 2 mL/cortex de DMEM enriquecido com 20% de SFB. Foram distribuidos
300 pL do conteudo em garrafas T75 contendo 12 mL de DMEM enriquecido com
20% de SFB, as quais foram mantidas em estufa a 37° C com atmosfera umida e 5%
de COz2. No dia seguinte a extracdo das células, o meio das garrafas foi substituido
por DMEM novo a fim de remover o maximo de células mortas e restos celulares

possiveis. Por fim, as células foram mantidas em cultivo por 10-15 dias sem trocas
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de meio durante o periodo. Para os experimentos posteriores, as ceélulas foram
cultivadas em placas de 6 ou 24 pocos nas concentracdes de 1 x 10% e 1 x 10°

células/mL, respectivamente.

3.3. Tratamentos

3.3.1. LPS de Escherichia coli

Previamente ao tratamento, a solucdo de LPS de E. coli (1 mg/mL de LPS
dissolvido em solucdo NaCl 0,9%) foi dissolvida em vortex vigorosamente por cerca
de 30 segundos. Para a padronizagao, foram utilizadas as seguintes concentragdes
da solucéo de LPS em pg/mL: 0,01; 0,1; 1;10 e 100. Para dar inicio ao tratamento,
tanto células U87MG quanto CGP foram cultivadas por cerca de 48h em placas de
24 pocos em DMEM enriquecido com 10% SFB. Em seguida, as células confluentes
(70-80%) foram lavadas 1x com DMEM sem SFB e, posteriormente, estimuladas
com 1 mL de meio de cultivo isento de SFB contendo LPS em diferentes
concentracbes. Para o controle, foi utilizado 1 mL de DMEM sem SBF contendo
solucdo de NaCl 0,9%. O desafio das células com LPS foi realizado durante 4h e
24h em estufa a 37° C com atmosfera iumida e 5% de CO2. Apds o periodo de
tratamento, prosseguiu-se com 0s ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade,

bioquimicos e moleculares mencionados a seguir.

3.3.2. Dipotassio bisperoxovanadio (pic) (BpV(pic))

O tratamento com o inibidor da PTEN (BpV(pic)) foi adaptado de Lai, Dalton e
Knoell (2007). A solucado de BpV(pic) foi preparada na concentracdo de 10 mM de
BpV(pic) dissolvido em solucdo de NaCl 0,9% e foi agitada vigorosamente.
Inicialmente, foram utilizadas as seguintes concentracfes da solucdo de BpV(pic)
em UM para padronizacdo: 0,01; 0,1; 1 e 10. Previamente ao tratamento, CGP foram
cultivadas por cerca de 48h em placas de 6 ou 24 pocos em DMEM enriquecido com
10% SFB. Ao atingirem uma confluéncia de 80-90%, as células foram lavadas 1x
com DMEM isento de SFB e, posteriormente, adicionou-se as células 1 mL de
DMEM isento de SFB contendo solucdo de BpV(pic). As células-controle receberam
1 mL de DMEM isento de SFB contendo solucdo de NaCl 0,9%. Os tratamentos
foram realizados durante 0,5h e 24h em estufa a 37° C com atmosfera umida e 5%
de COa2. Por fim, foram realizados ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade,

bioquimicos e moleculares.
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células, quimicos e kits.

29

CELULAS FONTE CATALOGO
UsTMG BCR. 0241
REAGENTES FONTE CATALOGO
BpV(pic) Sigma-Aldrich SM0885
Cyt Dg;ifﬂ’;f:%ﬂjg;im”e Promega G1780
DIVEM Vitrocell 00025
ELISA IL-10 R&D Systems DY522-15
ELISA TNF-a R&D Systems DY210-05
E.Z.N.A. Total RNA Kit | Omega R6834-01
F UQE”E;E ;;Z’;ffe’m” Promega E2691
HBSS Gibco 14175-095
Immuno-hMount Thermo Scientific 9990402
Immobilon Western Millipore WBKLS0500
e e 00
Lipofectamina 3000 Thermo Scientific L30000-015
LPS (E. coli) Sigma-Aldrich L2630
Milliplex Merk Millipore RECYTMAG-65K
MTT Sigma-Aldrich M2128
OptiMEM Gibco 31985062
Penicilina/Estreptomicina Gibco 15140-122
Frotein ’Eﬂﬁﬁﬁfﬂa@nt Bio-Rad 5000008
Qiagen Plasmid Kits Qiagen 12162
SBF Gibco 12657-029
Tripsina/EDTA vitrocell 002500

3.4. Ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade
3.4.1. Ensaio de viabilidade celular por MTT

O ensaio para aferir a viabilidade das ceélulas foi realizado conforme descrito
por Mosmann (1983). Para avaliar a resposta celular ao MTT ap06s o estimulo com
LPS (UB7MG e CGP) e o tratamento com BpV(pic) (CGP), as células foram tratadas
com 0s compostos conforme previamente descrito nos itens 3.3.1. e 3.3.2. desta

secdo. Ao final do periodo de incubacédo dos tratamentos, o0 meio de cultivo foi
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completamente substituido por 100 pL de solugdo concentrada de MTT (5 mg de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio) dissolvido em 1
mL de Tampéao Fosfato-Salino (PBS; NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM,
KH2PO4 2 mM e 4gua destilada) diluida em DMEM fresco isento de SFB. Apés 4h de
incubacdo com a solucdo de MTT em DMEM em estufa umidificada a 37 °C com 5%
de CO2, o meio de cultivo foi removido e foram adicionados 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO), homogeneizando-se com a pipeta até a completa
dissolucdo das células. Por fim, a absorbancia foi aferida em comprimento de onda

de 570 nm em espectofotémetro (Epoch, BioTek e software Genb).

3.4.2. Ensaio de citotoxicidade por liberacdo de lactato desidrogenase (LDH)

A citotoxidade aos tratamentos com LPS e BpV(pic) foi aferida pela
mensuracdo da liberagdo de LDH. Este ensaio consiste na deteccdo da LDH
liberada no sobrenadante por células danificadas (KORZENIEWSKI; CALLEWAERT,
1983). Para tanto, foi utilizado o kit Cytotox96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay,
seguindo-se as recomendacfes do fabricante (Promega). Ao término dos
tratamentos com LPS e BpV(pic) conforme descrito nos itens 3.3.1. e 3.3.2. dessa
secao, foram transferidos 50 yL do sobrenadante das células CGP tratadas a uma
placa de 96 pocos e, posteriormente, foram adicionados 50 puL da mistura de reacao
(diaforase/NAD+) ao sobrenadante, o qual foi incubado por 30 min a temperatura
ambiente (TA). A seguir, foram adicionados 50 uL da Stop Solution, a qual foi
incubada por 1h a TA. Por fim, a absorbancia foi aferida em comprimento de onda

de 490 nm em espectofotémetro (Epoch, BioTek e software Genb).

3.5. Purificacéo dos plasmideos

A purificacdo dos plasmideos foi realizada seguindo-se as recomendac¢des do
fabricante Qiagen Plasmid Kits (Qiagen). As bactérias transformadas com os
plasmideos de interesse VV (vetor vazio), NLS-Pten (sequéncia de localizacéo
nuclear), NES-Pten (sequéncia de exclusdo nuclear) e WT-Pten (Pten selvagem)
foram fornecidas pela Dra. Simonetta Camandola do Laboratério de Neurociéncias
do National Institutes of Health (NIH, Baltimore, EUA). As bactérias foram cultivadas
em meio Luria-Bertani (LB) overnight. A cultura de bactérias resultante foi
centrifugada a 1.700 x g por 40 min a 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi removido e

o pellet remanescente foi ressuspendido em 10 mL de tampao de lise.
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Posteriormente, foram adicionados 10 mL de tamp&do alcalino e a solugcédo foi
vigorosamente agitada por inversdo dos tubos e incubada por 5 min a TA. Na
sequéncia, foram adicionados 10 mL do tampé&o de neutralizacdo e novamente as
células foram agitadas por inversdo dos tubos e incubadas em gelo por mais 20 min.
As células foram centrifugadas a 1.700 x g por 40 min a 4 °C e o0 sobrenadante
contendo DNA plasmidial foi removido. Repetiu-se a etapa de centrifugacdo. Em
seguida, a coluna contendo filtros com resina, foram adicionados 10 mL de tamp&o
de lavagem com alto teor de sais. Apos a filtragem, o DNA foi lavado 2x com 10 mL
de tampéo de lavagem com baixo teor de sais e em seguida eluido em 15 mL de
tampéao de eluicdo. Ao DNA eluido, foram adicionados 10,5 mL de isopropanol a TA
para a remocao dos sais. A solucao resultante foi homogeneizada e centrifugada a
15.000 x g por 40 min a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e o
DNA foi lavado em 5 mL de etanol 70%, e centrifugado a 15.000 x g por 10 min.
Novamente, o sobrenadante foi removido e o pellet remanescente ressuspendido em
100 pL de agua livre de DNase. Por fim, a concentragao de DNA foi quantificada em

NanoDop 2000 UV-Vis Spectophotometer (Thermo Scientific).

3.6. Transfecgdo com DNA plasmidial

Para o teste da transfeccé@o de células U87MG com os plasmideos VV, WT-
Pten, NLS-Pten e NES-Pten, as células foram cultivadas em placas de 24 pocos
DMEM enriquecido com 10% de SFB e livre de antibiotico. Quarenta e oito horas
apos o plagueamento, prosseguiu-se com as transfeccdes com os diferentes

reagentes e protocolos descritos a seguir.

3.6.1. FUGENE Transfection Reagent

A transfecgdo com o FUGENE 6 Transfection Reagent foi realizada conforme
as recomendac0Oes do fabricante (Promega), com adaptacdes. Foram adicionados
as células 100 yL de OptiMEM (Meio Reduzido de Soro) contendo a proporcéo de
3:2 ou 3:3 de FUGENE 6 Transfection Reagent:DNA plasmidial (Vetor Vazio (VV),
Selvagem (WT)-Pten, Sequéncia de localizagéo nuclear (NLS)-Pten e Sequéncia de
exclusdo nuclear (NES)-Pten), sendo que a concentragéo final de plasmideos na
solucéo foi de 5 pg/uL (VV, WT-Pten e NES-Pten) e 10 ug/uL (NLS-Pten). As células
transfectadas foram incubadas por 24h, prosseguindo-se com a fixacdo com PFA
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4% para o ensaio de imunofluorescéncia. Por este ensaio, confirmou-se a auséncia
de expressdo da PTEN nas células controle (ndo transfectadas) (APENDICE A) e
nas células transfectadas com o plasmideo VV (Figura 3), o qual ndo carrega
sequéncia para localizagdo subcelular da PTEN na célula. Entre as poucas células
transfectadas com os plasmideos WT-Pten e NES-Pten, observa-se uma marcacao
puntiforme para a PTEN, a qual se mostra mais acentuada e em torno do nucleo das
células transfectadas com o plasmideo NES-Pten, conforme esperado para o padrédo
de expressdo deste plasmideo. Entre as células transfectadas com o plasmideo
NLS-Pten, a co-localizacdo com o marcador DAPI é visivel nas fotomicrografias,
indicando aumento de expressdo da PTEN no nucleo das células. A maior taxa de
transfeccdo para este plasmideo, deve-se, provavelmente, a maior proporcéo
FUGENE:DNA plasmidial, equivalente a 3:3 neste experimento. N&o foi possivel

obter uma taxa de transfeccao satisfatéria com o método acima descrito.

3.6.2. Lipofectamina 3000

A transfeccéo foi realizada de acordo com as recomendacfes do fabricante
(Thermo Scientific) com algumas modificacdes. Em um tubo tipo eppendorf, foram
diluidos 4 pL da solugédo P300 e 2 ug de DNA plasmidial (VV, WT-Pten, NLS-Pten e
NES-Pten) em 50 pL de OptiMEM. Em outro tubo, foram diluidos em 3 uL de
Lipofectamina 3000 em 50 uL de OptiMEM. Em seguida, o contetudo dos tubos foi
misturado na propor¢cdo de 1:1 de complexo DNA-lipideo e incubado por 15 min a
TA. Ao terminar o periodo de incubacédo, as células foram lavadas 1x com DMEM
isento de SFB e 100 uL da mistura foram adicionados as células. Apos 1h, 2h e 4h o
meio foi completamente substituido por DMEM enriquecido com 10% de SFB ou,
apdés os mesmos periodos citados, foram adicionados 900 pyL de DMEM
suplementado com 10% SFB as células contendo o complexo de DNA-lipideo, para
prevenir o dano celular causado pela presenca do reagente no meio de cultivo. As
células foram mantidas nessa condicdo por 48h. E possivel notar pela confluéncia
das células (80-90%) que essa abordagem, de fato, preveniu a morte celular (Figura
4, APENDICE B-C). Ainda, nota-se a auséncia de expressio da PTEN nas células
controle (ndo transfectadas) (APENDICE A) e nas células transfectadas com VV. A
quantificacdo revela que a porcentagem de ceélulas transfectadas € muito baixa
(21%), sendo que cerca de 1% das células analisadas passaram a expressar a

PTEN ap0s a transfecgao. Nao foram observadas diferengas na taxa de transfeccao
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entre os diferentes tempos testados (1h, 2h e 4h).

Alternativamente, as células foram incubadas com a solucéo Lipofectamina-
DNA e ap0s 4h de incubacao foram adicionados 900 uL de DMEM acrescido de 10%
de SFB, sem remocéo prévia da solucédo. As células permaneceram nesta condi¢cao
por 72h até a fixacdo com PFA 4% para o ensaio de imunofluorescéncia. Ao verificar
a imunorreatividade das células a PTEN apds a transfeccdo, observou-se que,
aparentemente, uma quantidade maior de células foi transfectada com os
plasmideos em relacdo ao protocolo anterior, contudo, pelo padrdo de
imunoreatividade ao DAPI, é notavel que a ndo remocado da Lipofectamina do meio
de cultivo, de fato, pode ter ocasionado danos as células (Figura 5). A
imunorreatividade das células ao anticorpo anti-FLAG, o tag reporter dos

plasmideos, indica baixa imunorreatividade a proteina.

3.6.3. Método Calcio-Fosfato

Devido as taxas de transfeccdo insatisfatorias obtidas com os reagentes
FUGENE e Lipofectamina 3000, prosseguiu-se com a transfeccéo pelo método Ca?*-
Fosfato, cujo protocolo foi adaptado de Jiang e Chen (2006). Em um tubo tipo
eppendorf, foram diluidos 3,1 yL de CaCl2 2 M e 3 ug de DNA plasmidial (VV, WT-
Pten, NLS-Pten e NES-Pten) em agua q.s.p. 25 pL. Em outro tubo, foram
adicionados 25 L de 2x HBSS. A seguir, o contetdo dos tubos foi misturado gota a
gota e gentilmente agitado. Posteriormente, o complexo DNA-solugdo Ca?*-Fosfato
foi incubado por 20 min sem agitacdo. As células foram lavadas 1x com DMEM
isento de SFB e, em seguida, 50 pyL da solugéo foram adicionados as células gota a
gota. As células foram incubadas na solucdo por 3h em estufa umidificada a 37 °C
com 5% de CO2. Apos este periodo, foram adicionados 950 yL de DMEM
suplementado com 10% de SFB as células, as quais foram novamente incubadas,
totalizando 24h de transfeccdo. Apos 3h e 24h, as células foram fotografadas em
microscopio de luz (Nikon Eclipse 80i (Nikon, Toquio, Japdo)) com sistema de
captura de imagem Nikon Digital Camera DXM 1200C. A andlise do perfil
morfologico das células apds a transfeccao indica que houve morte celular apés
adicdo da solucéo de Ca?*-Fosfato com e sem plasmideos (Figura 6). Com base na
andlise, o método Ca?*-Fosfato, conforme o protocolo descrito acima, apresentou-se
toxico as células U87MG, inviabilizado o ensaio de imunofluorescéncia para

determinar a eficiéncia de transfeccao.
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Figura 3 - Padrdo de imunorreatividade a PTEN em células U87MG transfectadas
com os plasmideos VV, WT-Pten, NLS-Pten e NES-Pten.

NES-Pten WT-Pten

NLS-Pten

Imunorreatividade ao anticorpo anti-PTEN (fluorescéncia verde) em células transfectadas
com os plasmideos (A) VV, (C) WT-Pten, (E) NES-Pten e (G) NLS-Pten e ao marcador
nuclear DAPI (fluorescéncia azul). Respectivas imagens sobrepostas de (B, D, F, H) PTEN e
DAPI com setas indicando as células transfectadas. Fotomicrografias em aumento de 20x.
As imagens séo representativas de trés experimentos independentes. Escala: 50 yM



35

Figura 4 - Imunorreatividade a PTEN em células U87MG transfectadas com os
plasmideos VV, WT-Pten, NLS-Pten e NES-Pten com remoc¢do da Lipofectamina
3000 apos 2h.

Mock
‘A%
WT-Pten

NLS-Pten

110010

NES-Pten

Células PTEN'/DAPI (%)
o
IS
1

NLS-Pten-2h WT-Pten-2h VV-2h

NES-Pten-2h

Quantificacdo de células PTEN+ apés a transfeccdo. (B) Fotomicrografias representativas
das células apds a transfeccao. Imunorreatividade ao anticorpo anti-PTEN (fluorescéncia
verde) em células trasfectadas com os plasmideos (a) VV, (c) WT-Pten, (e) NLS-Pten e (f)
NES-Pten. Respectivas imagens sobrepostas de (b, d, f, h) PTEN e DAPI (fluorescéncia
azul) e PTEN. Fotomicrografias em aumento de 20x. As imagens sao representativas de um
experimento realizado em duplicata. Escala: 50um.
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Figura 5 - Imunorreatividade a PTEN e ao tag reporter dos plasmideos VV, WT-
Pten, NLS-Pten e NES-Pten em células U87MG ap0s transfeccao de células US7TMG
com Lipofectamina 3000 por 72h.

a b

NLS-Pten-72h WT-Pten-72h VV-72h

NES-Pten-72h

Imunoreatividade a PTEN e a FLAG (tag repoérter), respectivamente, em células U87MG
trasfectadas com os plasmideos VV (A, B), WT-Pten (C, D), NLS-Pten (E, F) e NES-Pten
(G, H). Imagens sobrepostas de DAPI (fluorescéncia azul), PTEN (fluorescéncia verde) e
FLAG (fluorescéncia vermelha) (E, F, G, H, J). Fotomicrografias em aumento de 20x. As
imagens sao representativas de um experimento realizado em duplicata. Escala: 50um.
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Figura 6 - Perfil morfolégico e morte de células UB7MG apds a transfeccdo pelo
método Ca?*-Fosfato.

Tempo de transfecgao

3h 24h

Mock

WT-Pten

NLS-Pten

NES-Pten

(A, B) Células U8B87MG antes da transfeccdo. (C,D) Células nao trasfectadas. Células
transfectadas com os plasmideos (E, F) VV, (G, H) WT-Pten, (I, J) NLS-Pten e (K, L) NES-
Pten. As células foram monitoradas 3h e 24h ap6s receberem a solugéo de transfeccéo. As
fotomicrografias mostram a modificacdo na morfologia e a morte celular apds a transfeccéo
com Ca?*-Fosfato nos periodos indicados. As imagens s&o representativas de trés
experimentos independentes para cada tempo testado. Fotomicrografias em aumento de
20x. Escala: 50uM.
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E provavel que fatores como pH instavel no meio de cultivo, concentracéo de
CO: oscilatéria da estufa, acimulo excessivo de particulas de Ca?*-Fosfato no meio
intracelular e tempo de incubacdo inadequado sejam possiveis explicacdes para a
morte das células e consequente ineficiéncia da transfeccéo, jA que o método Ca?*-
Fosfato, por ser menos toxico as células em comparacdo a outras formulacoes,
como as lipossomais, por exemplo, € amplamente utilizado para transfeccao de
células dificilmente transfectaveis e altamente susceptiveis & morte, como 0s
neurdnios (JIANG; CHEN, 2006).

3.7. Ensaios Bioquimicos e Moleculares

3.7.1. Imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado de acordo com protocolo
descrito por Glynn e McAllister (2006), com adaptacfes. As células foram fixadas
com PFA 4% por 10 min a 4° C e lavadas 3x em PBS, e armazenadas a 4° C até o
momento de uso. No dia do ensaio de imunofluorescéncia, as células foram lavadas
com solucédo de glicina 0,1 M em PBS por 5 min sob agitacdo leve e, em seguida,
com PBS 1x. A membrana das células foi permeabilizada com reagente de
permeabilizagdo (0,25% Triton-X-100 em PBS) por 5 min e, posteriormente, as
células foram lavadas 1x com PBS. Para minimizar ligacdes inespecificas, foi
adicionada solucédo de bloqueio (Albumina de soro bovina (BSA) 10% em PBS) as
células por 1h. Em seguida, foram adicionados 30 pL de anticorpos primarios (anti-
PTEN, 1:150), anti-DYKDDDDK (1:1000), anti-proteina glial fibrilar acida (GFAP,
1:1000), anti-fator inflamatério do aloenxerto 1 (IBA-1, 1:250), anti-PAN-Neuronal
(1:1000) e anti-p65 (1:100)) diluidos em BSA 3% as células que foram incubadas
overnight. No dia seguinte, as células foram lavadas 3x em BSA 3% por 5 min cada
lavagem. Entdo, foram adicionados 100 yL de anticorpos secundarios (Alexa Fluor
488 1:1000, Alexa Fluor 594 1:1000) diluidos em BSA 3% e as células foram
incubadas por 1h a TA, protegendo-as da luz. Posteriormente, foram realizadas trés
lavagens de 5 min cada com PBS 1x e, na sequéncia, as células foram incubadas
com DAPI (1:50.000) diluido em PBS. Apé6s a incubagdo, as células foram
novamente lavadas 2x com PBS por 5 min. As laminas foram permeabilizadas com
Immuno-Mount diluido em PBS na proporcdo de 1:1 e seladas com esmalte. As

células analisadas em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse 80i (Nikon,
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Toquio, Japao) com sistema de captura de imagem Nikon Digital Camera DXM
1200C.
Quadro 2 - Lista de reagentes: anticorpos para imunofluorescéncia e Western

Blotting.
ANTICORPO FONTE CATALOGO
AKT Santa Cruz sc-1619
Alexa Fluor 488 anti-mouse Life Technologies A21202
Alexa Fluor 488 anti-rabbit Life Technologies A21206
Alexa Fluor 594 anti-goat Life Technologies A11058
Alexa Fluor 594 anti-rabbit Life Technologies A21207
Anti-goat KPL 04-13-06
Anti-rabbit KPL 04-15-06
Anti-mouse KPL 04-18-06
DAPI Life Technologies D1306
DYDDDDK Cell Signaling #3146
GFAP eBioscience 53-9892-80
IBA-1 Abcam ab5076
p55 Santa Cruz 5c-372
PAN-Neuronal Merk Millipore MAB2300
p-AKT SER473 Cell Signaling #9271
p-AKT T30S Cell Signaling H#O27D
PTEN Abcam ab79156
PTEN Cell Sinaling #138G6
56 Cell Signaling #2217
p-S6 Cell Signaling #2211
p-actina Sigma-Aldrich A1978

3.7.2. Extracdo de proteinas totais

A extracao de proteinas foi baseada no método utilizado em nosso laboratorio

com algumas modificacdes (KINOSHITA et al., 2017). As células foram raspadas
com espalhador (tipo rodo - scraper) em 1 mL de PBS e foram transferidas a um
tubo tipo eppendorf, centrifugando-o a 2000 x g por 10 min a 4 °C. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 100
ML de tampao de lise (Hepes 10 mM, MgCl2 1,5 mM, KCI 10 mM, NP-40 0,5% e
agua deionizada, pH 7,4) gelado contendo inibidores de protease (antipaina 2,5

Mg/uL e leupeptina 2,5 pg/uL) e fosfatase (ortovanadato de sédio 3 mM, pirofosfato
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de sbédio 20 mM, fluoreto de sodio 30 mM e B-GP 5 mM) e, na sequéncia, o
homogenato foi ultrassonicado. O homogenato foi centrifugado a 2000 x g por 5 min
a 4 °C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi transferido a um tubo
tipo eppendorf e mantido em gelo até a dosagem de proteinas ou armazenado em
freezer a -80 °C. A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi

realizada conforme o item 3.7.4.

3.7.3. Extracédo de proteinas citosdlicas e nucleares

Este protocolo foi baseado no método utilizado em nosso laboratorio
(KINOSHITA et al., 2017) com adaptacfes. Apds a raspagem das células em 1 mL
de PBS gelado, estas foram transferidas a um tubo tipo eppendorf, centrifugando-o a
2000 x g por 10 min a 4 °C. Posteriormente, descartou-se 0 sobrenadante e o
precipitado foi ressuspendido em 100 yL de tampao de sacarose (Sacarose 320 mM,
Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM), contendo inibidores de fosfatase
(fluoreto de sédio 30 mM, ortovanadato 1 mM e &gua deionizada) e centrifugado a
1000 x g por 10 min a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em tampéo de lise (Hepes 10 mM, MgCl2 1,5 mM, KCI 10 mM e agua
MilliQ, pH 7,4) gelado contendo inibidores de protease (antipaina 2,5 pg/uL e
leupeptina 2,5 ug/uL) e fosfatase (ortovanadato de sddio 3 mM, pirofosfato de sddio
20 mM, fluoreto de sédio 30 mM e B-GP 5 mM) e, na sequéncia, o homogenato foi
centrifugado a 13.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi
descartado e o pellet foi novamente ressuspendido em tampé&o de lise. As amostras
foram incubadas em gelo por 15 min. Em seguida, 3,1 yL de NP-40 0,5% foram
adicionados a cada 50 pL de homogenato e as amostras foram vigorosamente
agitadas por 10 segundos e centrifugadas a 13.000 x g por 30 s a 4 °C. O
sobrenadante resultante, o qual corresponde a fracdo citosoélica, foi recolhido e
transferido a um tubo tipo eppendorf. Apés a centrifugacéo, o pellet resultante foi
ressuspendido em 20 yL de tampdo de extragdo (Hepes 20 mM, MgCl2 1,5 mM,
NaCl 300 mM, EDTA 0,25 mM, glicerol 25% e agua deionizada) gelado contendo
inibidores de protease e fosfatase. As amostras foram incubadas em gelo por 20 min
sob agitacao leve. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por
20 min a 4 °C. O sobrenadante, correspondente a fragdo nuclear, foi transferido a

um tubo tipo eppendorf e mantido em gelo até a dosagem de proteinas ou
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armazenado em freezer a -80 °C. A dosagem da concentracdo de proteinas das

amostras foi realizada conforme o item a segquir.

3.7.4. Determinacdo da concentracdo de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976). As
amostras foram diluidas na proporcdo de 1:50 (amostra:agua). Foram adicionados
as amostras diluidas, 200 uL de Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad),
as quais foram incubadas por 10 min. Em seguida, a absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 595 nm em espectofotometro (Epoch BioTek). A correlacéo
com a curva-padrdo de albumina indicou a quantidade de proteinas contida nas

amostras.

3.7.5. Western Blotting

O protocolo de Western Blotting é baseado no método descrito por Laemmli
(1970). Ajustou-se a concentracdo de proteinas totais e citosélicas para 1 ug/uL e
nucleares para 0,5 pug/pL com o tampao de amostra (Tris-HCI 0,125 M, SDS 4%,
glicerol 20% v/v, DTT 0,2 M, azul de bromofenol 0,02%, pH 6,8). Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 97 °C por 5 min sob agitacdo de 1000 rpm. A amostra
foi aplicada ao gel de SDS-poliacrilamida 10% (acrilamida/bisacrilamida (5:1), SDS
10%) para a separacao de proteinas. Foram carregados 10 pL de proteinas totais e
5 pL de proteinas citosélicas e nucleares no gel. Para a corrida eletroforética, o gel
foi embebido em tampé&o de corrida (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%), a
qual foi realizada a 100 V por 2h. Apds a corrida, as proteinas existentes no gel
foram transferidas a uma membrana de nitrocelulose a em tampéao de transferéncia
(Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e agua bidestilada) a 400 mA por
2h. Na sequéncia, as membranas foram incubadas por 2h a TA em solucdo de BSA
5% diluida em TTBS (Tris-base 100 mM, NaCl 0,9%, Tween-20 0,05%) sob agitacédo
lateral para bloquear ligacdes inespecificas. Ap0s a etapa de bloqueio, as
membranas foram embebidas em solucdo de BSA 1% em TTBS adicionado do
anticorpo primario (anti-AKT total e fosforilada 1:750), anti-S6 total e fosforilada
(1:500) e anti-PTEN (1:500)) e incubadas overnight a 4 °C. Posteriormente, as
membranas foram lavadas 3x com TTBS por 5 min sob agitacdo constante e, em

seguida, incubadas em solucdo de BSA 1% em TTBS contendo o anticorpo



42

secundario correspondente (anti-coelho, anti-camundongo e anti-cabra (1:1000)) por
2h a TA sob agitacédo leve e constante. A seguir, as membranas foram lavadas 3x
com TTBS por 5 min sob agitagdo. Como controle interno, utilizou-se a [(-actina
(1:5.000). Para a revelacado das membranas, utilizou-se o kit de quimioluminescéncia

Immobilon Western (Millipore).

3.7.6. Ensaio de Imunoabsorc¢do Enzimética (ELISA)

O kit de imunoensaio para o TNF-a e para a IL-10 foi realizado de acordo com
as recomendacdes do fabricante (R&D Systems). Apds o tratamento com LPS
realizado conforme descrito no item 3.3.1., o sobrenadante das células foi recolhido
para aferir a liberagdo da citocina. A placa de 96 pocos foi previamente incubada
com o anticorpo de captura contra TNF-a ou IL-10 overnight a 4 °C. Posteriormente,
0s pocos foram lavados em PBS contendo 0,05% de Tween. Em seguida, a placa foi
incubada com 100 uL de solucao de bloqueio (BSA 1% em PBS) por 1h a TA. Apo6s
a etapa de bloqueio, repetiu-se a etapa de lavagem e 100 yL das amostras foram
adicionadas aos micropocos e a placa foi incubada por 2h a TA. A seguir, repetiu-se
a etapa de lavagem e foram adicionados 100 uL do anticorpo de detecg¢ao aos pogos
e a placa foi incubada por mais 2h a TA. Novamente, os pocos foram lavados e a
estreptavidina-HRP foi adicionada a placa e mantida durante 30 min a TA,
protegendo-a da luz. Repetiu-se a etapa de lavagem e, posteriormente, a placa foi
incubada com Substrate Solution durante 20 min, protegendo-a da luz. A reacao foi
interrompida com a Stop Solution. A absorbéancia foi aferida em comprimento de

onda de 450 nm em espectofotdmetro (Epoch BioTek).

3.7.7. Ensaio Imunolégico de Multiplex

O imunoensaio de Multiplex foi realizado de acordo com as recomendacgdes
do fabricante (Merk Millipore) para as seguintes citocinas: IL-1B e IL-6. ApOs o
tratamento com LPS descrito no item 3.3.1., o sobrenadante das células tratadas foi
recolhido para prosseguir com o ensaio. Foram adicionados 200 pL/pogo do tampéao
de ensaio e, em seguida, a placa foi selada e agitada por 10 min a TA.
Posteriormente, o tampao foi removido e foram adicionados 25 ulL/pogo da curva-
padrao e dos controles positivos e, em seguida, 25 yL do tampao de ensaio aos
pocos. As amostras diluidas na proporcédo de 1:1 em DMEM isento de SFB foram
adicionadas aos poc¢os. Em seguida, 25 pL/pogo da solugédo contendo beads

magnéticas foram incorporados a microplaca. A placa foi selada e incubada sob
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agitacao e protegendo-a da luz por 2h a TA. Posteriormente, o conteudo da placa foi
removido e os pocos foram lavados. O anticorpo de deteccéo foi adicionado aos
pocos no volume de 25 uL/pogo e a placa foi selada e incubada sob agitagcéo por 1h.
Na sequéncia, a solucdo de estreptavidina-ficoeritrina foi adicionada e a placa foi
novamente selada e incubada sob agitacdo por 30 min a TA. Repetiu-se a etapa de
lavagem. As beads foram ressuspendidas em 125 uL de Sheath Fluid sob agitacao
da placa por 5 min. A Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) foi aferida em
equipamento Luminex® 200TM, utilizando-se o software XPONENT.

3.7.8. Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real (QRT-PCR)

O RNA total das células foi isolado e purificado com o E.Z.N.A. Total RNA Kit
|, de acordo com as recomendac6es do fabricante (Omega). O RNA foi quantificado
e 1 ug foi tratado com DNAse | e submetido a transcricdo reversa utilizando o oligo
dT, o random primer e a transcriptase reversa com o ImProm-ll Reverse
Transcription System de acordo com as recomendacdes do fabricante (Promega). A
expressdo dos genes de interesse (Quadro 3) foi mensurada pela técnica
guantitativa de RT-PCR, utilizando o ensaio de expressao génica da sonda TagMan.
Como controle, foi utilizada a sonda TagMan para o gene hprtl (hypoxanthine
phosphorybosil transferase 1). A reagdo de gRT-PCR foi realizada em termociclador.
Cada reagdao em duplicata continha 4 uL de cDNA, 6,25 yL do TagMan Fast
Advanced Master Mix, 0,625 pyL da sonda TagMan e 1,62 pL de agua livre de
nuclease, com um volume final de 12,5 pyL/poco. O primeiro passo da reacao foi a
amplificacéo a 95 °C por 20 s, seguida de 40 ciclos a 95 °C por 3 s (denaturagéo) e
60 °C por 30 s.

3.8. Andlise dos resultados

a. Imunofluorescéncia. Para avaliar a eficiéncia da transfeccdo de células US7MG
com os plasmideos para localizagéo subcelular da PTEN, as imagens obtidas foram
analisadas por contagem de células PTEN®. Para avaliar da translocacao de p65, as
imagens foram analisadas por IMF aferida no nucleo das células. Todas as imagens
foram analisadas pelo software ImageJ (National Institute of Health, EUA).

b. Western Blotting. Os dados foram analisados por medicdo da densidade Optica
das bandas de proteinas presentes na membrana, utilizando-se o software ImageJ
(National Institute of Health, EUA).
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c. Ensaios de MTT, LDH e ELISA. Os valores de absorbancia foram obtidos pelo
software Gen5 Microplate Reader and Imager Software. Para obter a quantidade de
proteinas contida nas amostras, os valores foram correlacionados aos da curva-
padréo.

d. Multiplex. A IMF foi obtida pelo software XPONENT.

e. gRT-PCR. A quantificacdo da diferenca na amplificacdo das amostras
normalizadas pelo calibrador de referéncia (hprtl - controle end6geno) foi realizada
pelo método comparativo do delta-delta-Ct.

d. Analise estatistica. Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o software
GraphPad Prism 6 e o teste ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Tukey,
sendo que as diferencas foram consideradas significativas para o valor de p<0,05.
Os gréficos apresentam-se como a média dos valores obtidos + o erro padrdo da
média (xE.P.M.).

Quadro 3 - Lista de reagentes: oligonucleotideos iniciadores para gRT-PCR.

PRIMER FONTE CATALOGO
Arginase-1 (Rn00G91080_m1, : ]
comprimento do amplicon 76 pb) Applied Biosystems #4331182, NM_017134.3
Glutationa redutase
(Rn014821559_m1, comprimento Applied Biosystems #4351372, NM_053906.2
do amplicon 64 pb)
-1 (Rn00580432_mA, Applied Biosystems
comprimento do amplicon 74 pb) #4331152, NM_031512.2
CD206 (Rn01487342 mA, Applied Biosystems

comprimento do amplicon 62 ph) #4331182, NM_001106123.2

Hprt (RN01527840_m1,

comprimento do amplicon 64 pb) Applied Biosystems #4331182, NM_012583.2
Sod-1 (Rn00566938_m, . ;

comprimento do amplicon 62 pb) Applied Biosystems #4331182, NM_ 0170501
Sod-2 (Rn00690588_g1, . )

comprimento do amplicon 64 pb) Applied Biosystems #4331182, NM_ 017051 2
Thi-a (Rn01525859 g1, Applied Biosystems #4331182, NM_012675.3

comprimento do amplicon 92 pb)
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4. RESULTADOS
4.1. Células gliais primérias (CGP)
4.1.1. Caracterizacédo da cultura de CGP

Para caracterizar a cultura glial, foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia
com marcagcdo para astrécitos (GFAP), microglia (IBA-1) e neurbnios (PAN-
Neuronal). Conforme esperado, € observavel a imunorreatividade para GFAP e IBA-
1, mas ndo para PAN-Neuronal (Figura 7), caracterizando a cultura glial pela
presenca de astrécitos e microglia, e auséncia de neurbnios. Ademais, para 0s
controles negativos, a imunofluorescéncia foi realizada na auséncia do anticorpo
primario, a fim de verificar a especificidade dos anticorpos secundarios. Observou-se

auséncia de inespecificidade dos anticorpos secundarios (dados ndo mostrados).

Figura 7 - Cultura glial mista caracterizada pela presenca de astrécitos e microglia, e

auséncia de neuroénios.
IBA-1
PAN-neuronal
H
PAN-neuronal

Células gliais corticais foram mantidas em cultura por 10-13 dias. Apds este periodo, as
células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. Quarenta e oito horas
apos o plagueamento, foi feita a fixacdo das células com PFA 4%, seguida de marcacéao
para os anticorpos anti-GFAP, anti-IBA-1, anti-PAN-Neuronal e o marcador nuclear DAPI. (A
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e D) Astrécitos (fluorescéncia verde, GFAP+); (B e G) Microglia (fluorescéncia vermelha,
IBA-1%); (E e H) Auséncia de neurdnios (auséncia de imunoreatividade ao PAN-Neuronal); e
(C, F e I) Imagens sobrepostas de GFAP+, IBA-1+, PAN-Neuronal e DAPI (fluorescéncia
azul e roxa), nhas quais observa-se uma populacdo de células gliais caracterizada pela
presenca de astrocitos e microglia. As fotomicrografias sdo representativas de quatro
culturas independentes e foram adquiridas em aumento de 20x. Escala 50 yM.

4.1.2. Tratamento com LPS é toxico as CGP de forma concentracdo- e tempo-
dependente

O ensaio do MTT consiste em um teste colorimétrico que afere a viabilidade
de células metabolicamente ativas. Este ensaio reflete o estado de atividade
mitocondrial ao detectar células capazes de reduzir o tetraz6lio amarelo em
formazan - um cristal violeta - pela acdo de desidrogenases mitocondriais
(MOSMANN, 1983). Semelhantemente, a dosagem de LDH é também um teste
colorimétrico, contudo, este, por sua vez, mensura a LDH liberada no meio de cultivo
pela lise de células, aferindo a viabilidade celular por citotoxicidade (YSHII, 2011).
Para verificar se o estimulo com LPS interfere com a viabilidade de CGP, foi
realizado o teste do MTT e a dosagem de LDH apds o desafio das células com
concentracdes crescentes (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL) de LPS por 4h e 24h. Na
concentracdo de 100 pg/mL de LPS durante 24h é possivel observar aumento da
dosagem de LDH (Figura 9), mas néo reducédo da viabilidade celular pelo MTT
(Figura 8), indicando que a administracdo de 100 pg/mL de LPS por 24h é téxica as
CGP. Com base nestes resultados, a concentracao de 1 ug/mL e os tempos de 4h e

24h foram selecionados para 0s ensaios posteriores.
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Figura 8 - Efeito do estimulo com LPS sobre a viabilidade de CGP.
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A viabilidade das células foi aferida pela reducdo do MTT apés (A) 4h e (B) 24h de estimulo
com LPS (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL). Os dados normalizados pelo controle (NaCl 0,9%)
sdo representativos de trés experimentos independentes e foram apresentados como
médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey. Os resultados sugerem
auséncia de diferengas estatisticamente significativas.

Figura 9 - Efeito do estimulo com LPS sobre a citotoxicidade da cultura glial.
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A citotoxicidade foi aferida pela liberacdo de LDH no sobrenadante das células apés (A) 4h
e (B) 24h de estimulo com LPS (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL). Os dados normalizados pelo
controle com maximo de dosagem de LDH (Max. LDH) sdo representativos de trés
experimentos independentes e foram apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de
/uma via com pods-teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01.

4.1.3. Tratamento com BpV(pic) nédo interfere com a viabilidade de CGP

Para inibir a atividade da PTEN, optou-se pelo composto BpV(pic), um
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conhecido e potente inibidor da atividade da PTEN (LAI; DALTON; KNOELL, 2007).
Inicialmente, verificou-se se o tratamento com BpV(pic) é capaz de interferir com a
viabilidade celular. Para tanto, CGP foram tratadas com concentragdes crescentes
(0,01; 0,1; 1 e 10 uM) de BpV(pic) por 0,5h e 24h. Tanto no ensaio de MTT (Figura
10) como na dosagem de LDH (Figura 11) ndo foi observada interferéncia do
BpV(pic) na viabilidade das células ou citotoxicidade, respectivamente, em nenhuma
das concentracdes administradas.

Figura 10 - Efeito do tratamento com BpV(pic) sobre a viabilidade de CGP.
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A viabilidade das células foi aferida pela reducdo do MTT apos (A) 0,5h e (B) 24h de
tratamento com BpV(pic) (0,01, 0,1, 1 e 10 yM). Os dados normalizados pelo controle (NaCl
0,9%) sdo representativos de cinco experimentos independentes e foram apresentados
como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey. Os resultados
sugerem auséncia de diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 11 - Efeito do tratamento com BpV(pic) sobre a citotoxicidade da cultura glial.
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A citotoxicidade foi aferida pela liberacdo de LDH no sobrenadante das células apos (A)
0,5h e (B) 24h de tratamento com BpV(pic) (0,01, 0,1, 1 e 10 uM). Os dados normalizados
pelo controle com maximo de dosagem da LDH (Max. LDH) séo representativos de quatro
experimentos independentes e foram apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de
uma via com pos-teste de Tukey. Os resultados sugerem auséncia de diferencas
estatisticamente significativas.

4.1.4. Tratamento com BpV(pic) induz a ativagédo da AKT de forma transiente

A PTEN atua como inibidora das vias posteriores a AKT, cuja ativacdo pode
ser um indicativo indireto da inibicdo da PTEN, além de levar a ativacdo de fatores
subjacentes da via, como a proteina S6, a qual participa dos efeitos gerados pela
AKT (BAYASCAS; ALESSI, 2005; HART; VOGT, 2011). E sabido que o BpV(pic)
inibe a PTEN com eficiéncia e especificidade, e que esta inibicdo resulta em
fosforilacdo da AKT (LAI; DALTON; KNOELL, 2007). Assim, para verificar a
efetividade da inibicdo de atividade da PTEN pelo tratamento com BpV(pic), foram
avaliados os niveis de expressao da AKT total e fosforilada nos sitios S473 e T308,
e S6 total e fosforilada no residuo S235/236.

Apos o tratamento de CGP com concentracdes crescentes do composto
(0,01; 0,1; 1 e 10 uM) durante 0,5h e 24h, verificou-se acentuada ativacdo da AKT
(Figura 12), cujos niveis de fosforilagdo encontram-se significativamente
aumentados nos residuos S473 (Figura 12A, 12B) e T308 (Figura 12C, 12D) apos
tratamento com 10 uM de BpV(pic) e da AKT total com 1 e 10 uM de BpV(pic)
durante 0,5h. Por outro lado, apdés 24h de administracdo do BpV(pic), 0 aumento de
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fosforilacdo da AKT é observado somente no sitio S473 na concentragcao de 10 uM
(Figura 13), provavelmente devido ao mecanismo de retroalimentacdo negativo
fornecido pela S6K, a qual reduz a atividade da PI3K, atenuando a fosforilagdo da
AKT no residuo T308 (BAYASCAS; ALESSI, 2005; HART; VOGT, 2011).

Figura 12 - Curva dose-resposta do tratamento com BpV(pic) por 0,5h sobre a
ativacao da AKT total e fosforilagdo nos residuos S473 e T308.
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Andlise (D.O. relativa) de (A) p-AKT S473/B-actina, (B) p-AKT S473/AKT total, (C) p-AKT
T308/B-actina, (D) p-AKT T308/AKT total e (E) AKT total/B-actina com respectivas (F)
imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle endégeno (-
actina) sdo representativos de, pelo menos, trés experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey.
*p<0,05, **p<0,01 e ##p<0,0001.
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Figura 13 - Curva dose-resposta do tratamento com BpV(pic) por 24h sobre a
ativacao da AKT total e fosforilagdo nos residuos S473 e T308.

A B
0.25 0.3 r sk . — cu
l—*—|
l_;!
o = " 3 0,01 uM
c 0.20 ©
= o~ S - B 0,1 uM
[SI] ©
- 0.2
‘.“.2015_ v 2 = I
- = O =
2w <=
© 3 s o o.M
~ —_ N~ _
< < .
0 g 0.10 » o
Ce T
< 0.05 <
Qo a
0.00 - 0.0
24h 24h
C D
0.08 0.15 -
: E
E __0.06 l ° ~
© © .
Lr; > l; > 0.10
a g <
g g_) 0.04 g o
LI ™ .
[ - O
- © — ~ 0.05-
[a]
¥ O ¥ =
< 0.02 <
S a
0.00 0.00 -
24h 24h
F
E 1.5
© 24h
g o Lo i bpV(pic) . — < <« o
o > 77 M o ° o A
f? = i i (u ) © o
eg p-AKT S473 v
© - R-actina A—————
S o
Fo % P-AKTT308 ° M0 0 e
<¥z - R-acting =——————————
AKT total e s s .
0.0 R-actina P WD WS S .
24h

Andlise (D.O. relativa) de (A) p-AKT S473/B-actina, (B) p-AKT S473/AKT total, (C) p-AKT
T308/B-actina, (D) p-AKT T308/AKT total e (E) AKT total/B-actina com respectivas (F)
imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle enddgeno ([3-
actina) sdo representativos de, pelo menos, trés experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey.
*p<0,05 e **p<0,01.
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Ao avaliar os niveis de expressao de S6, verificou-se que o tratamento com
BpV(pic) elevou significativamente os niveis de fosforilacdo no residuo S235/236
desta proteina na concentracdo de 10 uM somente no tempo de 24h (Figura 14 e
15), mas néao interferiu com os niveis de expressdo de S6 total nem com a razéo p-

S6 /S6 total em ambos os tempos testados (0,5h e 24h).

Figura 14 - Curva dose-resposta do tratamento com BpV(pic) por 0,5h sobre os

niveis de S6 total e fosforilada no residuo S235/236.
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Andlise (D.O. relativa) de (A) p-S6/B-actina, (B) p-S6/S6 total e (C) S6 total/B-actina, com
respectivas (D) imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle
enddgeno (B-actina) séo representativos de, pelo menos, sete experimentos independentes
e foram apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com poés-teste de
Tukey. Os resultados sugerem auséncia de diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 15 - Curva dose-resposta do tratamento com BpV(pic) por 24h sobre os
niveis de S6 total e fosforilada no residuo S235/236.
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Andlise (D.O. relativa) de (A) p-S6/B-actina, (B) p-S6/S6 total e (C) S6 total/B-actina, com
respectivas (D) imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle
endogeno (B-actina) séo representativos de, pelo menos, sete experimentos e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey.
**p<0,01.

Com base nos resultados obtidos de viabilidade celular, citotoxicidade e
sinalizacdo da via AKT/S6 para o tratamento com BpV(pic), para a fase
experimental, optou-se pelo seguinte esquema de tratamento: CGP sao tratadas
com BpV(pic) (10 uM) por 0,5h e, posteriormente, sdo desafiadas com LPS (1
pg/mL) por 4h ou 24h, obedecendo, assim, um esquema de co-tratamento BpV(pic)
e LPS.
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4.1.5. A inibicdo da PTEN altera a expressao de RNAmM de genes associados a
resposta inflamatdoria em CGP desafiadas com LPS

Para verificar se a inibicdo de atividade da PTEN é capaz de modificar a
resposta de CGP ao LPS, os niveis de RNAm de Arg-1 foram verificados apés o
tratamento com BpV(pic) seguido pela administracdo de 1 pg/mL de LPS por 24h
(Figura 16A). A expressao da enzima foi induzida a nivel de RNAm em CGP
estimuladas com LPS em relacdo as células controle e tratadas exclusivamente com
BpV(pic). Ainda, CGP em co-tratamento apresentaram niveis mais acentuados de

expressao de Arg-1 em relacao as células exclusivamente desafiadas com LPS.

Ao avaliar a expressédo do receptor CD206, verificou-se uma ténue reducao
em seus niveis nas células desafiadas exclusivamente com LPS (Figura 16B),
corroborando com os resultados de (ZIMMER; RIESE; REGNIER-VIGOUROUX,
2003), os quais indicam que, tanto em macréfagos quanto em micréglias, este
receptor tende a apresentar expressao reduzida frente a estimulos pré-inflamatdérios,
como o IFN-y, e aumento de expressao frente a estimulos anti-inflamatérios, como a
IL-4. Paradoxalmente, a expressdo de CD206 foi negativamente regulada pelo co-

tratamento BpV(pic) e LPS.

Ao avaliar o perfil de expressdao de RNAm das citocinas pré-inflamatérias IL-
1B (Figura 16C) e TNF-a (Figura 16D) a nivel de RNAm, observou-se que o LPS, de
fato, aumentou os niveis de RNAm destas citocinas em relacdo ao controle e as
células tratadas exclusivamente com BpV(pic). Interessantemente, este aumento foi
revertido pelo tratamento com BpV(pic), observando-se significancia nos niveis de II-

18 e uma tendéncia a reducéo nos niveis de Tnf-qa.

4.1.6. A inibicdo da PTEN altera o perfil de citocinas inflamatorias

Para verificar se a inibicdo da PTEN é capaz de alterar a expressao de
citocinas inflamatorias a nivel proteico, foram realizados os ensaios de ELISA e
Multiplex em CGP tratadas com BpV(pic) e LPS por 4h e 24h, a fim de também
avaliar a resposta das células mais agudamente. Ao avaliar a expressao da citocina
pro-inflamatéria TNF-a, observou-se que o LPS aumenta a liberacdo desta citocina
tanto em 4h (Figura 17A) quanto em 24h de estimulo (Figura 17B), conforme
esperado. Ainda, a inibicado da PTEN em 24h de co-tratamento reverte este aumento

de maneira estatisticamente significativa. Quanto a citocina anti-inflamatéria IL-10,
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houve aumento significativo no grupo de células exclusivamente desafiadas com
LPS, bem como no grupo de células co-tratadas com BpV(pic) e LPS no tempo de
24h (Figura 17C, 17D). Nao houve efeito significativo nos niveis de IL-10 no tempo
de 4h.

Figura 16 - A inibicdo de atividade da PTEN altera de RNAm de genes associados a
resposta inflamatéria em CGP.
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Analise dos niveis de RNAm dos genes (A) Argl, (B) Cd206, (C) Il-18 e (D) Tnf-a por qRT-
PCR. Os dados normalizados pelo calibrador de referéncia (hprt — controle endégeno) séo
representativos das duplicatas de, pelo menos, seis experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey.
*p<0,05, **p<0,01, #p<0,001 e ##p<0,0001.
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Figura 17 - A inibicdo de atividade da PTEN altera os niveis de citocinas
inflamatérias em CGP.
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Deteccdo dos niveis das citocinas inflamatorias (A) TNF-a apdés 4h de tratamentos e (B)
TNF-a apos 24h, (C) IL-10 apés 4 h e (D) IL-10 apés 24h de tratamento pelo ensaio de
ELISA. Pelo ensaio imunol6gico de Multiplex foram mensuradas as citocinas inflamatérias
(E) IL-1B apds 4h de tratamento e (F) IL-1B apds 24h, (G) e (H) IL-6, apés 4 e 24h,
respectivamente. Dados representativos de, pelo menos, trés experimentos independentes e
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey.
**np<0,01 e ##p<0,0001.



57

Ademais, pelo ensaio imunoldgico de Multiplex, observou-se que o LPS por si
s6 induz aumento da liberacéo da citocina pré-inflamatoéria IL-1 tanto em 4h (Figura
17E) quanto em 24h de estimulo (Figura 17F), e que esse aumento é
significativamente revertido na deficiéncia de atividade da PTEN em 24h,
corroborando com resultados de gRT-PCR para esta citocina. Ainda, quanto a
citocina proé-inflamatoria IL-6, no tempo de 4h, observou-se que a inibicdo da PTEN
por si s é capaz de elevar os niveis desta citocina (Figura 17G). Interessantemente,
na presenca do LPS, este aumento € ainda mais acentuado. Em contrapartida, no
tempo de 24h, o aumento dos niveis de IL-6 €& observado tanto no grupo
exclusivamente desafiado com LPS quanto no grupo co-tratado com BpV(pic) e LPS
(Figura 17H). A inibicdo da PTEN, contudo, ndo exerce influéncia sobre os niveis de
IL-6 no tempo de 24h.

4.1.7. A inibicdo da PTEN altera a expressdao de RNAmM de genes associados a
defesa antioxidante em CGP

Uma vez que a SOD e a GSR sdo enzimas-chave a estratégia de defesa
antioxidante, avaliou-se também sua modulacdo frente a inibicdo da PTEN e a
neuroinflamacédo. Observou-se que a inibicdo da PTEN por si s6 induz aumento dos
niveis de RNAm de Sodl em relacdo ao grupo desafiado com LPS em 24h (Figura
18A). Ainda, a inibicdo da PTEN em células desafiadas com LPS eleva os niveis de
Sod2 (Figura 18B) e Gsr (Figura 13C), indicando que ha participacdo da PTEN no

controle da sinalizacédo antioxidante em CGP.
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Figura 18 - A inibicdo de atividade da PTEN altera a expressdo de RNAm de genes
antioxidantes em CGP estimuladas com LPS.
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Andlise dos niveis de RNAmM dos genes (A) Sodl, (B) Sod2 e (C) Gsr por gRT-PCR. Os
dados normalizados pelo calibrador de referéncia (hprt — controle endbégeno) séo
representativos das duplicatas de, pelo menos, trés experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com p@s-teste de Tukey.
*p<0,05, **p<0,01, #p<0,001 e ##p<0,0001.

4.1.8. A inibicdo da PTEN nao interfere com os niveis de NO em CGP
desafiadas com LPS

O ensaio de Griess é um teste pelo qual afere-se os niveis de nitrito liberado
pelas células no meio de cultivo. Niveis de nitrito sdo, frequentemente, um indicativo
indireto da concentracdo de NO. Ap6s o co-tratamento das células com BpV(pic) e
LPS por 24h, verificou-se que o grupo de células exclusivamente desafiadas com
LPS, bem como o grupo que recebeu o co-tratamento BpV(pic) e LPS, de fato,
apresentaram aumento significativo nos niveis de NO (Figura 19). Este aumento,

contudo, ndo sofreu alteracdo pela inibicdo da PTEN.
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Figura 19 - A inibicdo de atividade da PTEN néo interfere na liberacdo de NO em
CGP.
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A liberac@o de NO; foi aferida pela concentragédo deste composto presente no sobrenadante
das células. Os dados sao representativos de trés experimentos e foram apresentados como
médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey e. ##p<0,0001.

4.1.9. Tratamento com BpV(pic) nao interfere com a compartimentalizagao
subcelular da PTEN

Para investigar um possivel mecanismo pelo qual a inibicdo da PTEN atenua
a resposta inflamatéria em células CGP, verificaram-se 0s niveis de expressdo desta
fosfatase no nucleo e no citoplasma de CGP por meio do ensaio de Western
Blotting. Contudo, diferencas estatisticas ndo foram encontradas entre 0s grupos

avaliados por este ensaio (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 - Tratamento com BpV(pic) e LPS por 4h n&o interfere com a
compartimentalizacdo subcelular da PTEN em CGP.
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Andlise (D.O. relativa) de (A) PTENcioso/Bactina e (B) PTENnaieo/B-actina com respectivas
(C) e (D) imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle
endégeno (B-actina) sdo representativos de quatro experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. Os
resultados sugerem auséncia de diferencas estatisticamente significativas.



61

Figura 21 - Tratamento com BpV(pic) e LPS por 24h néo interfere com a
compartimentalizacdo subcelular da PTEN em CGP.
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Andlise (D.O. relativa) de (A) PTENciwso/Bactina e (B) PTENnuceo/B-actina com respectivas
(C) e (D) imagens representativas das bandas. Os dados normalizados pelo controle
endogeno (B-actina) sdo representativos de seis experimentos independentes e foram
apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey. Os
resultados sugerem auséncia de diferencas estatisticamente significativas.

Apesar de a hipotese sobre a relacdo atividade-compartimentalizacdo da
PTEN n&o ter sido corroborada no estudo com BpV(pic) pelo método de Western
Blotting, ensaios adicionais sdo necessarios para melhor avaliar a hipétese e os
efeitos observados. Para tanto, foram realizadas analises em outro modelo
experimental, a fim de aprofundar os conhecimentos sobre a compartimentalizacéo

da PTEN em células gliais, conforme elucidado a seguir.
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4.2. Células US7TMG

4.2.1. Estimulo com LPS altera a viabilidade de células U87MG de forma
concentragdo- e tempo-dependente

Para verificar se o estimulo com LPS € capaz de alterar a viabilidade de
células U87MG, o LPS foi administrado as células em concentracdes crescentes
(0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL) e a viabilidade celular mensurada 4h e 24h apés o
estimulo. E possivel observar que ha redugdo da viabilidade quando sé&o
administrados 100 pg/mL LPS por 24h (Figura 22). Quanto a citotoxicidade,
verificou-se aumento na dosagem de LDH na concentracdo de 100 pg/mL de LPS
tanto em 4h quanto em 24h, bem como na concentracdo de 10 ug/mL em relacdo as
concentragdes de 0,01, 0,1 e 1 pg/mL de LPS no tempo de 24h (Figura 23).

Figura 22 - Efeito do estimulo com LPS sobre a viabilidade de células U87MG.
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A viabilidade das células foi aferida pela reducdo do MTT apoés (A) 4h e (B) 24h de estimulo
com LPS (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL). Os dados normalizados pelo controle (NaCl 0,9%)
sdo representativos de cinco experimentos independentes e foram apresentados como
médias + E.P.M. Teste ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey. **p<0,01, #p<0,001 e
##p<0,0001.
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Figura 23 - Efeito do estimulo com LPS sobre a citotoxicidade na linhagem U87MG.
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A citotoxicidade foi aferida pela liberagdo de LDH no sobrenadante das células apds (A) 4h
e (B) 24h de estimulo com LPS (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL). Os dados normalizados pelo
controle com maximo de dosagem de LDH (Max. LDH) sdo representativos de cinco
experimentos independentes e foram apresentados como médias + E.P.M. Teste ANOVA de
uma via com pés-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 e ##p<0,0001.

4.2.2. O NF- kB é constitutivamente ativado em células U7TMG

Inicialmente, para avaliar o efeito do estimulo com LPS sobre a translocagéo
de p65 em células US7MG, o LPS foi administrado as células na concentracdo de 10
pug/mL por 1h, 2h e 4h. E possivel observar que o LPS n#o induziu aumento da
translocacdo da subunidade p65 para o nucleo em células tratadas em relacdo as
controles em nenhum dos tempos testados (Figura 24), demonstrando que células
U87MG parecem nédo respondem ao LPS via translocag¢do de p65, uma vez que a
via do NF-kB é constitutivamente ativada nestas células (GARKAVTSEV et al.,

2004), corroborando com resultados prévios disponiveis na literatura.
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Figura 25 — Efeito na translocacéo de p65 da subunidade do NF-KB em resposta ao
estimulo com LPS em células U87MG.
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Imunorreatividade ao anticorpo anti-p65 (fluorescéncia verde) e ao marcador nuclear DAPI
(fluorescéncia vermelha) em células U87MG estimuladas com LPS (10 ug/mL) por (A) 1h,
(B) 2h e (C) 4h com as respectivas (D, E e F) quantificacdes da intensidade de fluorescéncia
média de p65 nuclear. Fotomicrografias em aumento de 20x. As imagens sé&o
representativas das duplicatas de um experimento, tendo sido analisados, pelo menos, dez
campos por pogo. Escala: 50 ym. Dados apresentados como médias + E.P.M. Teste
ANOVA de uma via com p0s-teste de Tukey. Os resultados sugerem auséncia de diferencas
significativas.
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5. DISCUSSAO
5.1. Eficiéncia do BpV(pic): sinalizagdo da AKT

Neste estudo, objetivou-se avaliar os efeitos da auséncia de PTEN frente a
neuroinflamacéo. Para inibir a atividade da PTEN, optou-se pelo composto BpV(pic).
Estudos prévios comprovaram que o BpV(pic) inibe a PTEN com eficiéncia e
especificidade, e que esta inibicdo resulta em fosforilagdo da AKT e minima
citotoxicidade (LAI; DALTON; KNOELL, 2007). Estes dados foram corroborados pelo
presente estudo, pelo qual observou-se aumento de fosforilacdo da AKT tanto no
residuo S473 quanto no T308 desta quinase (Figura 12-13), e auséncia de
citotoxicidade (Figura 11) ou interferéncia na viabilidade celular (Figura 10) ap6s 24h
de tratamento com BpV(pic).

De acordo com Hart e Vogt (2011), a total ativacdo da AKT requer a
fosforilacdo tanto do residuo T308 quanto do S473. A ativacdo de TORC2 € uma
etapa precedente a ativacdo maxima desta quinase, uma vez que fosforila o residuo
S473 da AKT e, consequentemente, propicia o acoplamento PDK-AKT, o qual
procede com a fosforilacdo da AKT no sitio T308. E importante lembrar que as
etapas supracitadas ndo sdo exclusivas e podem depender do contexto ao qual
estdo inseridas. Ademais, a ativacdo de TORC1 e alvos posteriores como S6K, por
exemplo, participam de um mecanismo de retroalimentacdo negativo que modula a
fosforilacdo do sitio T308 ao amenizar a ativacdo da PI3K, regulando, assim, a
ativacdo da AKT (HART; VOGT, 2011)

No presente estudo, a eficiéncia da inibicdo de atividade da PTEN foi
evidenciada pelo aumento transiente de fosforilacdo da AKT. Percebe-se que ha
fosforilacdo elevada tanto no residuo S473 quanto no T308 em 0,5h de tratamento
com BpV(pic) na concentracdo de 10 pM (Figura 12). Em 24h de tratamento, em
contrapartida, observa-se aumento de fosforilagdo somente no residuo S473 e na
concentracdo maior de 10 pM (Figura 13). Ao avaliar o alvo posterior S6, observou-
se que ha aumento de sua fosforilagdo (S235/236) somente em 24h (Figura 14 e
15). Contudo, ndo houve alteracdo significativa na razdo p-S6/S6 total, indicando
que a inibicdo da PTEN pelo BpV(pic) ndo atingiu alvos posteriores a AKT neste
modelo, como o S6, por exemplo. Portanto, com base nos resultados obtidos, o
tratamento com BpV(pic) na concentracdo de 10 pM mostrou-se eficaz e segura
para 0s ensaios posteriores com foco na inibicdo da PTEN.
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5.2. Perfil inflamatério e oxidativo

E sabido que o LPS interfere com a viabilidade celular em determinadas
concentracbes (KINOSHITA et al., 2017). Em resposta ao estimulo com LPS,
verificou-se que o LPS (100 pg/mL) é citotoxico em CGP estimuladas por 24h, bem
como observou-se que ha uma ténue reducéo de resposta ao MTT, um indicativo de
reduzida viabilidade celular (Figura 8-9). Portanto, optou-se pela concentracdo de 1

Hg/mL para 0os ensaios.

A arginase é um importante elemento ao ciclo da ureia, no qual atua na
conversdo de L-arginina em ureia e L-ornitina (DURANTE; JOHNSON; JOHNSON,
2007). Ao competir com a NOSi pelo substrato L-arginina (mas ndo se limitando a
este mecanismo de acédo), a arginase participa de um equilibrio entre o consumo de
L-arginina para a sintese de NO (um importante mediador da inflamacgéo toxica) ou
para a producdo de poliaminas e colageno (importantes na regeneracao tecidual)
pelas enzimas NOSi e arginase, respectivamente, determinam se a inflamagé&o
induzira toxicidade ou depuracdo de residuos e regeneracdo (revisado em
CALDWELL et al., 2015; revisado em DURANTE; JOHNSON; JOHNSON, 2007). E
sabido que no SNC, a arginase desempenha um efeito positivo sobre a
neuroprotecdo e regeneragdo neural, além de ser um importante marcador do
fenotipo microglial do tipo M2 (revisado em CALDWELL et al., 2015), enquanto a
NOSi, por meio da producdo de NO, contribui a inflamacdo toéxica e crénica,
culminando em neurodegeneracdo (revisado em CARNIGLIA et al.,, 2017).
Interessantemente, nesta investigacéo, ndo se observou efeito da inibicdo da PTEN
sobre os niveis de NO (Figura 19), mas verificou-se que a expressao de RNAm de
Arg-1 é induzida quando a atividade da PTEN esta deficiente em CGP desafiadas
com LPS (Figura 16). Resultados prévios revelam aumento na expressao de Arg-1
em macrofagos com delecdo condicionada da PTEN na vigéncia ou ndo do
tratamento com LPS (SAHIN et al., 2014). Uma possivel justificativa para que o
aumento de expressdo da Arg-1 tenha sido corroborado na vigéncia do LPS, mas
ndo na auséncia do estimulo, em células CGP tratadas exclusivamente com
BpV(pic) é que em virtude de a inibicdo da PTEN ser transiente neste modelo, esta
inibicdo nédo seja suficiente para a célula orquestrar mecanismos adaptativo-
compensatorios que propiciem o aumento de expressao da enzima, diferentemente

do efeito observado em macréfagos com a delegédo condicionada da PTEN, os quais
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naturalmente apresentam um perfil imunossuprimido com expressao acentuada de
Arg-1 (SAHIN et al., 2014).

O CD206, por sua vez, é um PRRs presente em células como macrofagos,
astrocitos e microglias, nas quais atua como um importante regulador da resposta
imune, além de ser um conhecido marcador do fenétipo de ativacdo macrofagica do
tipo M2 (revisado em CHERRY; OLSCHOWKA; O'BANION, 2014; ZIMMER; RIESE;
REGNIER-VIGOUROUX, 2003). Paradoxalmente ao observado pelo perfil de
expressao da Arg-1, verificou-se que a deficiéncia de PTEN na presenca do estimulo
com LPS em CGP atenua significativamente a expressao do receptor CD206 (Figura
16). Este resultado pode ser validado por descobertas que indicam que macrofagos
deficientes em PTEN apresentam expressao reduzida de marcadores de polarizagao
macrofagica do tipo M2, como YM1 e FIZZ, bem como aumento da expressao de
NOSi e Arg-1 (SAHIN et al., 2014). Por outro lado, Ma et al. (2017) mostraram em
células de Kupffer que a regulacdo negativa do receptor CD206 se deve ndo a
deficiéncia, mas ao aumento de expressdo da PTEN. Assim, os resultados
aparentemente controversos justificam-se pelo conjunto de evidéncias crescentes

gue apontam para um papel dual e tecido-especifico da PTEN frente a inflamacao.

A producéo e liberacéo de citocinas inflamatorias € resultado da resposta glial
a inflamacéo e pode interferir com as fun¢des da PTEN (revisado em CHEN; GUO,
2017). A avaliacdo do perfil de citocinas revelou acentuados niveis de RNAm de IL-
18 e TNF-a em resposta ao LPS (Figura 16) - um potente estimulo a secrecao e
producdo de citocinas inflamatorias. Interessantemente, a resposta induzida pelo
LPS foi significativamente revertida na vigéncia do BpV(pic), tanto para a expressao
de RNAmM quanto para a expressdo proteica da citocina IL-1B (Figura 16-17).
Também, verificou-se que a inibi¢cdo transiente da PTEN induz a citocina IL-6 (Figura
17). Quanto ao Tnf-a, a nivel de RNAm, observa-se uma tendéncia do tratamento
com BpV(pic) em reverter parcialmente a resposta induzida pelo LPS (Figura 17).
Por outro lado, a secre¢cdo de TNF-a na vigéncia do co-tratamento BpV(pic)-LPS em
24h, mas ndo em 4h, de fato, mostra uma reducdo na resposta de CGP ao
lipopolissacarideo para esta citocina (Figura 17). Estes resultados corroboram com
evidéncias que indicam que citocinas inflamatoérias, como TGF-f e TNF-a, podem
modular os niveis de PTEN (AOYAMA et al., 2013; DA COSTA et al., 2016). Em
estudos previos, a delecdo midcito-especifica da PTEN elevou os niveis basais da
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citocina IL-10 e reduziu de TNF-a, bem como, a mutacdo heterozigota desta
fosfatase também interferiu com a secrecdo destas citocinas ap0s a inducao de
infarto do miocardio, reduzindo os niveis de TNF-a e induzindo IL-10 (PARAJULI et
al., 2012). Interessantemente, a deficiéncia de PTEN em macrofagos de
camundongos infectados com Streptococcus pneumoniae induziu a secrecdo da
citocina IL-10 e reduziu os niveis TNF-a, e nitrito (SCHABBAUER et al., 2010).
Ademais, o silenciamento da PTEN in vivo e a co-delecdo Pten/p53 induzem a
citocina IL-6 (NOWAK et al., 2015; SISTI et al., 2018). Pelo presente estudo, foi
demonstrado que a inibicdo de atividade da PTEN pelo BpV(pic) induz os niveis da
citocina IL-6 agudamente e o co-tratamento BpV(pic)-LPS reverte os niveis da
citocina TNF-a induzidos pelo lipopolissacarideo, mas nao interfere com os niveis de
IL-10 e nem de nitrito. Em conjunto com os dados da literatura, o presente estudo
sugere que ha participacdo da atividade da PTEN na sinalizacdo de citocinas
inflamatorias, neste caso TNF-a e IL-1B. E provavel que ndo tenham sido
observadas diferencas nos niveis de IL-10 e nitrito devido: a) a inibi¢cdo transiente de
atividade da PTEN neste modelo, diferentemente dos modelos em que ha mutacao
ou silenciamento do gene; b) aos tempos avaliados (4h e 24h), que podem néo ter
atendido aos picos de liberacéo destes fatores; c) as diferencas de resposta entre 0s

modelos in vivo e in vitro; ou d) efeitos tecido-especificos da PTEN.

Em resposta a estimulos inflamatoérios, as células podem responder por vias
de estresse oxidativo, o qual consiste em uma instabilidade entre a producao de
ROS e radicais livres, podendo ativar diversos fatores como NF-kB, proteina
ativadora (AP)-1 e fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 (NRF-2), que
podem induzir a ativacdo de genes associados a sintese de citocinas e moléculas
inflamatérias, quimiocinas e fatores de crescimento, por exemplo (revisado em
REUTER et al.,, 2010). Ao induzir a transcricdo de fatores associados a via
inflamatoéria, o estresse oxidativo pode conduzir ao dano celular e ao
desenvolvimento de doencas cronicas (HUSSAIN et al, 2016). Enzimas
antioxidantes como as SODs, a GSR, glutationa peroxidase (GPx) e catalases
protegem 0 organismo contra os efeitos nocivos desencadeados pelo estresse
oxidativo (revisado em REUTER et al., 2010). Resultados aqui apresentados
sugerem que a inibicdo de atividade da PTEN por si sO tende a aumentar a
transcricdo de Sodl em relacdo a reducdo induzida em resposta ao LPS, esta
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reducdo, no entanto, ndo é revertida pela inibicdo da PTEN (Figura 18). Quanto a
Sod2, verificou-se que a expressdo desta enzima € induzida somente no co-
tratamento BpV(pic) e LPS (Figura 18). Estes resultados corroboram com as
descobertas de Liu et al. (2017) que revelam que o peptideo B-amiloide (AB) em
células neurais reduz a atividade de SOD, mas que este efeito € revertido pelo
tratamento com BpV(pic). Por fim, os niveis de Gsr revelaram aumento desta
glutationa na deficiéncia de PTEN e que este efeito persiste em células co-tratadas
com LPS, indicando que a inibicdo da PTEN reverte a reducéo nos niveis de Gsr em
resposta ao LPS (Figura 18). Estes resultados apontam para a participacdo da

PTEN na via de sinalizacdo antioxidante em CGP.

5.3. Compartimentalizacao e inibicdo de atividade da PTEN

Estudos apontam para um grupo de mutacdes da PTEN que mantém sua
atividade de fosfatase. Na tentativa de investigar como essas mutacfes poderiam
contribuir para a patogénese tumoral, Nguyen et al. (2014) descobriram que células
HEK293T transfectadas com construtos enzimaticamente competentes falham em
recrutar a PTEN para a membrana plasmatica, onde atua como fosfatase lipidica.
Com base em estudos como este, questionou-se se a inibicdo da atividade da PTEN
exerce efeitos sobre a sua compartimentalizacdo subcelular (nucleo/citosol) na
presenca ou auséncia da inflamacé&o induzida pelo LPS. Contudo, nao foi observado
efeito do tratamento com BpV(pic) ou do estimulo com LPS sobre a localizacéo
subcelular da PTEN pelo ensaio de Western Blotting (Figuras 20-21). Assim, ensaios

adicionais sao necessarios para melhor avaliar a hipétese e os efeitos observados.
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Figura 26 - Esquematizacdo dos efeitos da inibicio da PTEN sobre a
neuroinflamacao em células gliais.

BpV(pic) LPS

|

| IL-18,TNF-a

L

:

transcrigdo génica

| Arg-1, sod2, Gsr
| 1B, caz206

(A) Células gliais tratadas com BpV(pic) apresentam aumento da fosforilagdo da AKT nos
residuos S473 e T308, culminando na ativacdo desta quinase, que constitui um indicativo
indireto da efetividade da inibicdo da PTEN pelo BpV(pic). (B) A inibicdo da PTEN, na
vigéncia do LPS leva a um aumento na expressédo das enzimas ARG-1, SOD2 e GSR, e da
citocina inflamatdria IL-6, bem como reducao dos niveis das citocinas inflamatérias IL-18 e
TNF-a, e do receptor CD206. Também, ha aumento de expressdo das enzimas
antioxidantes SOD2 e GSR. Por fim, a inibicdo da PTEN por si sO eleva 0s niveis da citocina
IL-6.

5.4. Perfil inflamatorio de células US7TMG

A ativacdo dos TLRs, incluindo o TLR4 , do qual o LPS é um agonista
classico, estimulam a via do NF-kB que, posteriormente promove a liberagdo de
diversas citocinas inflamatorias (revisado em KAWASAKI; KAWAI, 2014). Estudos
prévios, de fato, correlacionam a liberacdo de citocinas IL-8 e da proteina
quimioatraente de monadcitos (MCP)-1 como resposta ao estimulo com LPS em
células US7MG (BRAGANHOL et al., 2015). No presente estudo, a resposta da
linhagem U87MG ao tratamento com LPS foi observada pela reducdo da viabilidade
(Figura 22) das células e pelo aumento da citotoxicidade (Figura 23), mas nao pela
avaliacdo de vias pro-inflamatorias que envolvem a sinalizagéo via TLR4 e ativacao
do NF-kB, como a liberagdo de TNF-a (dados ndo mostrados), a qual apresentou-se
ausente 4h e 24h apdés o estimulo com LPS, e a translocagéo de p65 para o nucleo

na presenca do LPS (Figura 25). Estes dados corroboram com a literatura quanto a
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resisténcia de células U87MG a citotoxicidade induzida pelo TNF-a (SHARMA,
TEWARI, HOSSAIN, 2008) e a ativacdo constitutiva da via do NF-kB
(GARKAVTSEV et al., 2004).

A auséncia de ativagdo das vias inflamatérias avaliadas em resposta ao
estimulo com LPS nos fez questionar se, de fato, as células US7TMG responderam
ao tratamento com LPS por vias inflamatérias, ou se a citotoxicidade evidenciada
pelos ensaios de LDH (Figura 23) € meramente derivada da ativacdo de vias de
morte celular em concentrac¢des altas de LPS (100 pg/mL). Ademais, os resultados
agui apresentados vao de encontro aos de Hwang et al. (2009) que mostraram que
células derivadas de glioma, nomeadamente as linhagens C6, U373MG e U87MG,
qguando diretamente tratadas com LPS ndo apresentam reducdo da viabilidade na
concentracdo de 0,1 pg/mL. Ademais, no mesmo estudo, células da linhagem
microglial BV2 foram previamente tratadas com LPS (0,1 pg/mL) ou IFN-y (20 U/mL)
por 24h. Em seguida, o meio de cultura condicionado (MCC) obtido do tratamento
dessas células foi adicionado as células C6, U373MG e U87MG e mantido por 72h.
Posteriormente, a andlise de viabilidade evidenciou uma reducdo expressiva da
viabilidade celular tanto apés adicdo do MCC preparado com LPS quanto com IFN-y,
tendo sido observada também a condensacdo de cromatina no nucleo celular, um
indicativo de morte celular (HWANG et al., 2009). Outras evidéncias indicam que o
estimulo com LPS induz apoptose na linhagem U373MG diferenciada em células
tipo macréfago via ativacdo de caspase-3 e que 0 pré-tratamento com o anticorpo
anti-TLR4, parcialmente, inibiu a ativacado de caspase-3 e apoptose (SUZUKI et al.,
2004), demonstrando a participacdo da sinalizacdo do TLR4 na apoptose. Esses
dados corroboram com os resultados de viabilidade celular e citotoxicidade obtidos
pelos ensaios do MTT e LDH, e indicam que a citotoxicidade do LPS (100 pg/mL em

24h), de fato, pode ser devida a ativacéo de vias de morte celular.
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6. CONCLUSAO

Nesta investigacéo, evidenciou-se que a inibicdo da PTEN reduz a resposta
de células gliais primérias ao LPS para as citocinas IL-1p e TNF-a, bem como induz
a expressdo da enzima Arginase-1, das enzimas Sod2 e glutationa redutase.
Interessantemente, a inibicdo da PTEN induz a secrec¢ao da citocina IL-6.

O conjunto de descobertas deste estudo elucida o potencial papel modulatorio
da PTEN sobre a neuroinflamacédo e a defesa antioxidante em células gliais e, em
conjunto com trabalhos da literatura, reforcam a ideia de que a PTEN exerce um
papel dual e tecido-especifico frente a inflamacao. A inibicdo farmacoldgica da PTEN
— BpV(pic) — mostrou-se um interessante alvo a reversdo das respostas induzidas
pelo LPS em células gliais.

Interessantemente, células U87MG parecem ndo responder ao LPS via
translocacdo de p65 e secrecdo de TNF-a, mas respondem com reducdo da
viabilidade celular e citotoxicidade em altas concentracdes de LPS, indicando que as
células, aparentemente, respondem por vias de morte celular. A transfeccdo das
células com plasmideos para localizacdo subcelular da PTEN revelou que a
linhagem U87MG nao constitui um modelo facilmente transfectavel com os
plasmideos e protocolos utilizados.

Por fim, pelo modelo aqui explorado, pode-se inferir que a PTEN tem um
papel modulatério sobre o processo inflamatério no SNC e que, possivelmente, essa
modulacdo se deva aos diferentes efeitos promovidos por sua compartimentalizacao
subcelular. Assim, a continuidade dos estudos sobre a compartimentalizacdo da
PTEN pela avaliacdo por outros métodos, de outras vias de sinalizacdo e outros
esquemas de inibicdo da PTEN, bem como a utilizacdo de um modelo de células
PTEN™! mais satisfatério pode ser de grande validade para melhor interpretar os
resultados obtidos até o momento e revelar possiveis efeitos da localizacao

subcelular da PTEN frente a neuroinflamacao.
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APENDICE A — Células U87MG controle (n&o transfectadas, Lipofectamina 3000).
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APENDICE B — Células US87MG transfectadas com os plasmideos VV,
NLS-Pten e NES-Pten com remoc¢é&o da Lipofectamina apos 1h.
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APENDICE C - Células US87MG transfectadas com os plasmideos VV,

NLS-Pten e NES-Pten com remocé&o da Lipofectamina apos 4h.
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