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RESUMO

WENSING, L. A. Regulacdo do gene TBX3 por TGF-f1 em células mesangiais.
2012. 91 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

As células mesangiais (CM) produzem a matriz extracelular (MEC), que fornece
suporte estrutural aos capilares glomerulares, e participam da regulagéo do ritmo de
filtracdo glomerular. Durante a progressao das nefropatias, as CM assumem um
fendtipo miofibroblastico, caracterizado por alteracdes na proliferacao, producao de
MEC e apoptose, que refletem mudangas no seu padréo de expressao génica. Por
meio da técnica de microarrays de DNA, identificamos TBX3 como um dos genes
cuja expressao foi regulada positivamente em células estimuladas com soro bovino
fetal (SBF), condicdo na qual as CM apresentam um fendtipo similar ao observado
nas nefropatias. TBX3 € um repressor de transcricdo que possui um dominio de
ligacdo ao DNA (T-box), o qual se liga ao sitio T-consenso, presente na regido
promotora de genes-alvo. Esse gene possui duas isoformas, TBX3.1 e TBX3 + 2aq,
resultado do processo de splicing alternativo, no qual o éxon 2a é inserido no meio
da sequéncia que corresponde ao dominio T-box. Nas CM, TBX3 foi regulado
precocemente por concentracbes baixas de TGF-B1 por um mecanismo
preferencialmente pds-transcricional. As isoformas desse gene, quando
superexpressas separadamente por transducdo adenoviral, apresentaram
localizacdo subcelular distinta: TBX3.1 foi localizada no nucleo e TBX3 + 2a foi
detectada no citoplasma. A superexpressao das isoformas nao alterou a
proliferacdo das CM e, tampouco, a producdo de MEC. Entretanto, diminuiu a
apoptose induzida pela privagao de SBF. TBX3.1, em especial, reduziu o nivel de
morte celular para proximo ao observado nas células mantidas em meio
suplementado com SBF. Ademais, o silenciamento do gene TBX3 sensibilizou as
CM ao estimulo pré-apoptoético causado pela remogao do SBF, além de aumentar,
ainda que modestamente, a apoptose das CM, mesmo na condicdo pro-
sobrevivéncia induzida pela presenca de SBF. Por fim, observamos aumento da
expressao protéica de TBX3 nos glomérulos e regidao tubular em um modelo de
nefropatia (nefrectomia 5/6), guardando correlagdo temporal com o aumento dos
niveis de TGF-B1, colageno IV e fibronectina. Nossos resultados indicam que o
gene TBX3 atua como um fator antiapoptético nas CM in vitro e pode estar
envolvido no mecanismo pelo qual TGF-B1 induz glomeruloesclerose e fibrose
tubular durante a progresséo das nefropatias.

Palavras-chave: Células mesangiais. TBX3. TGF-p1. Apoptose.
Glomeruloesclerose. Expressao génica.



ABSTRACT

WENSING, L. A. Regulation of TBX3 gene by TGF-f1 in mesangial cells. 2012.
91 p. Ph. D. thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Mesangial cells (MC) synthesize extracellular matrix (ECM), providing structural
support to the glomerular capillaries, and participate in the regulation of the
glomerular filtration rate. During the progression of nephropathies, MC assume a
myofibroblastic phenotype, characterized by changes in proliferation, apoptosis and
ECM production, which reflect modifications in their gene expression pattern. Using
DNA microarrays, we identified TBX3 as a gene upregulated in cells stimulated with
fetal bovine serum (FBS), condition in which MC display a phenotype similar to that
observed in nephropathies. TBX3 is a transcriptional repressor containing a DNA
binding domain (T-box), which binds to the consensus T-site present in the promoter
region of target genes. This gene encodes for two isoforms, TBX3.1 and TBX3 + 2q,
generated by alternative splicing, in which the exon 2a is inserted into the middle of
the sequence corresponding to its T-box domain. In CM, TBX3 was upregulated by
low concentrations of TGF-B1 preferentially through a post-transcriptional
mechanism. TBX3 isoforms, when overexpressed separately by adenoviral
transduction, showed distinct subcellular localizations: TBX3.1 was localized in the
nucleus and TBX3 + 2a was detected in the cytoplasm. Overexpression of the
isoforms did not affect proliferation or matrix production in MC. However, both forms
of the gene decreased MC apoptosis induced by FBS deprivation. TBX3.1, in
particular, reduced the level of cell death next to that observed in cells maintained in
medium supplemented with FBS. Moreover, TBX3 gene silencing sensitized MC to
the proapoptotic stimuli caused by FBS removal, and increase, although modestly,
apoptosis rates of CM, even under the pro-survival condition induced by the
presence of FBS. Finally, we observed an increase in TBX3 protein expression both
in glomerular and tubular regions in a model of diabetic nephropathy (5/6
nephrectomy), temporally related to increased expression of TGF-31, collagen IV and
fibronectin. Our results indicate that TBX3 acts as an antiapoptotic factor in MC in
vitro and may be involved in the mechanism by which TGF-B1 induces
glomerulosclerosis and tubular fibrosis during the progression of nephropathies.

Keywords: Mesangial cells. TBX3. TGF-B1. Apoptosis. Glomeruloesclerosis. Gene
expression.
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As células mesangiais (CM) sao células mononucleares de aspecto estrelado

que ocupam a regiao central dos I6bulos glomerulares, representando um tergo da
populacao celular do glomérulo decapsulado’ (Figura 1).

Figura 1 - Figura representativa da estrutura de um glomérulo, indicando os tipos
celulares que o compdem.

Podébcitos

Célula endotelial Capsula de Bowman

Célula mesangial - CM

>

AWILE

WL

Copyright © 2001 Beryamin Cummings, an emprnt of Addson Wealey Longman, inc

Fonte: Modificado de Cummings (2007)°.

Durante o desenvolvimento renal essas células migram para os glomérulos
seguindo o estimulo quimiotaxico produzido por PDGF-B secretado pelas células

endoteliais e, uma vez nos glomérulos, envolvem o unico capilar existente, sendo
responsaveis pela formagao das algas capilares (Figura 2).

Figura 2 - Figura representativa da estrutura de um glomérulo em desenvolvimento,
demonstrando o processo de formagao das algas capilares induzido
pelas CM.

Fonte: Modificado de Vaughan (2008)°.
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A importéncia das CM para o desenvolvimento completo dos glomérulos é
demonstrada por estudos em animais knockout para PDGF-B nas células endoteliais
ou para seu receptor nas CM, que bloqueiam a migragdo das ultimas para o
glomérulo. Nesse modelo foi observada apenas uma alga capilar em forma de balao,

sendo esta condic&o letal® (Figura 3).

Figura 3 - Figura representativa de um glomérulo normal e de outro apresentando
apenas um unico capilar, observado em animais knockout para o receptor
de PDGF.

knockoirt PDGFRp

Vaughan, MR. JASH19: 2433, 2008

Fonte: Modificado de Vaughan (2008)°.

No rim adulto as CM ainda sao fundamentais para a manutengao da estrutura
glomerular e a eliminagdo dessas células pelo tratamento com toxinas ou por
anticorpos contra antigenos mesangiais resulta em fendtipo similar ao defeito
congénito observado quando a sinalizagédo por PDGF-B € interrompida durante o
desenvolvimento do glomérulo®.

Em condi¢cdes normais as CM secretam matriz extracelular (MEC) constituida

principalmente por colagenos do tipo IV e V, laminina, fibronectina e quantidades
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consideraveis de heparan sulfato e proteoglicanos'*. Além disso, as CM secretam
proteases como as matriz-metaloproteinases (MMP), que degradam aquelas
moléculas®, e dessa maneira regulam a homeostasia da MEC".

As CM apresentam prolongamentos citoplasmaticos ricos em microfilamentos
de actina e miosina que se infiltram na MEC. Sua membrana celular, por meio dessa
rede de microfibrilas, ancora-se a fibronectina da matriz, tornando esta uma
extensao da proépria célula. Assim, CM e MEC formam uma unidade funcional
conhecida como mesangio®, cujas funcdes incluem fornecer suporte estrutural para
os capilares glomerulares.

A MEC néao atua apenas como uma estrutura de sustentacéao, visto que seus
componentes podem afetar o comportamento das CM em relagdo a proliferacao,
migracdo, diferenciacdo, bem como morte celular’. Foi ainda demonstrado que a
MEC regula o comportamento das CM de forma direta por meio da interagdo de
componentes especificos, como fibronectina, com as integrinas presentes na
superficie celular® ou, de forma indireta, ao controlar, por sequestro, a
disponibilidade de fatores de crescimento e outras moléculas que influenciam o
fendtipo das CM. Assim, € constituida uma alga de sinalizacdo entre as CM e MEC,
fazendo com que alteragdes funcionais das células influenciem quantitativa e
qualitativamente a MEC, que por sua vez, regula o comportamento das CM°®.

As CM estdo em contato intimo com as células endoteliais nas regides nas
quais a membrana basal glomerular (MBG) n&o € continua, podendo ser observada
a presenca de interdigitacdes entre suas membranas celulares'®. Também s3o
capazes de conectar-se a MBG por meio de interagbes com a MEC e, juntamente
com a primeira, exercer tensdo sobre a parede dos capilares glomerulares”'12.
Devido a essas duas ultimas propriedades, a atividade contratil das CM pode ser
transmitida para o endotélio, permitindo que essas células alterem a area de
superficie de filtragcdo dos capilares e contribuam para o ajuste fino do ritmo de
filtracdo glomerular por néfron®.

Além das fungbes descritas acima, as CM também atuam como fagdcitos
semiprofissionais, apresentando apenas 10% da eficiéncia de um macréfago. Sao,
contudo, as principais responsaveis pela remogao de células apoptdticas residentes
ou infiltrantes, que de outra forma poderiam se desintegrar em um processo de
necrose secundaria e desencadear inflamacéo*'®. As CM também secretam fatores

de crescimento, substancias vasoativas e mediadores inflamatérios que, de maneira
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autécrina e paracrina, regulam o seu proprio fenétipo e o das outras células
glomerulares®. Esse fendmeno ¢é observado mais claramente em doencas
glomerulares, nas quais as CM ativadas induzem alteragbes fenotipicas em

1415 & células endoteliais™®.

podocitos

Pelo descrito, compreende-se facilmente que qualquer alteracdo no fenétipo
de CM compromete a homeostasia funcional dos glomérulos e, potencialmente,
repercute na fungdo renal. As CM sdo alvos primarios em nefropatias
imunomediadas, decorrentes do diabetes mellitus ou da hipertensdo arterial
sistémica, além de serem afetadas secundariamente em doengas que envolvem
inicialmente poddcitos, células endoteliais ou a MBG*. Em resposta a estimulos
danosos de ordem imunoldgica, metabdlica ou hemodinamica, as CM adquirem um
fendtipo miofibroblastico'®, caracterizado por aumento da expressdo de a-actina de
musculo liso (a-SMA), bem como por alteragbes em seu perfil de proliferagao,
migracédo, apoptose e produgdo de MEC"".

A proliferacdo de CM ¢é observada preferencialmente nas nefropatias
imunomediadas'®, nas quais o depdsito de imunocomplexos IgA (ou tratamento com
anticorpos contra o antigeno mesangial - Thy-1 - em modelos experimentais)
provocam extensa mesangiolise, seguida por proliferacdo das CM remanescentes.
Nesse caso, a proliferacao das CM e a producédo de MEC constituem um mecanismo
regenerativo que, quando desregulado, causa hipercelularidade e depdsito de MEC,
iniciando um processo fibrético que leva ao desenvolvimento da doenga renal
cronica (DRC).

Na nefropatia diabética € observada proliferagao limitada das CM no estagio
inicial, induzida por PDGF-B, que logo € inibida pelo aumento dos niveis renais de
TGF-p1", que induz a hipertrofia das CM e favorece o acimulo de MEC?. Na
progressao da nefropatia hipertensiva também ¢é observada hipertrofia celular e
producdo de MEC?'?? nesse caso induzidas por Ang Il tanto por mecanismo
hemodinadmico quanto pela ativacdo de seus receptores AT1 presentes nas CM,
envolvendo indiretamente aumento da agdo de TGF-B1%,

Independentemente do estimulo patogénico, bem como da resposta inicial
das CM ao mesmo, o desequilibrio entre a produgado e degradagdo da MEC, assim
como modificagcbes em sua composicao, constituem a alteragao morfolégica comum

na progressao das nefropatias mencionadas’.
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Em diferentes modelos animais de nefropatia foi detectado o aumento da
expressdo dos colagenos do tipo IV, V e VI, além de fibronectina e laminina,
proteinas normalmente presentes na MEC?*. Também é induzida a expressdo dos
colagenos intersticiais do tipo | e lll, ausentes em condi¢des normais e detectados
apenas no estagio final da glomeruloesclerose, estando associados a formag¢ao dos
nédulos de Kimmelstiel-Wilson?*. Além do aumento da producdo de MEC, também é
observada redugédo do seu metabolismo causada pela sub-regulacdo das MMP, bem
como de plasmina, responsavel por cliva-las em sua forma ativa. Ademais, ocorre
aumento na expressao de PAI-1 e TIMP, inibidores da plasmina e das MMPs,
respectivamente®. Essas alteragdes no processamento da MEC causam seu
acumulo progressivo e TGF-B1 é a principal molécula efetora desse processo por
ativar as CM.

A expressédo de TGF-B1 esta associada ao desenvolvimento da DRC, como
demonstrado em estudos nos quais 0 aumento da expressao de TGF-f1 em animais
transgénicos®® ou induzida por transfecgdo in vivo?® causa glomeruloesclerose e
fibrose tubulointersticial. Por outro lado, a redugdo da expressdo de TGF-B1 pela
infusdo de oligonucleotideos antisense?’ ou a neutralizacdo de sua atividade pelo
tratamento com anticorpos®® previnem o desenvolvimento de glomeruloesclerose em
modelos experimentais de nefropatia.

TGF-B1 é sintetizado na forma de uma molécula precursora contendo um pré-
peptideo em adicdo a sequéncia biologicamente ativa, que ¢é clivado
intracelularmente, mas que permanece covalentemente ligado ao TGF-p1,
inativando-o. Quando secretado, esse complexo interage com a proteina LAP e
associa-se a MEC. A forma latente de TGF-B1 pode ser ativada por clivagem
protéica ou pela dissociacdo da LAP, induzida pela interacdo com trombospondina 1
e integrinas, ou por espécies reativas de oxigénio (EROs) e acidificacdo do meio®.

Uma vez na forma ativa, TGF-B1 interage com o receptor do tipo Il que recruta
e ativa o receptor do tipo |, que por sua vez fosforila as R-Smad 2/3. Estas
dissociam-se de um complexo ligado a membrana citoplasmatica, interagem com a
Co-Smad 4 e sao translocadas para o nucleo, onde formam complexos com
coativadores ou correpressores de transcrigdo, regulando a expressdo de genes
cuja regido promotora possui elementos de ligacdo a Smads (SBE)*. Essa cascata

de ativacdo protéica e translocagcdo nuclear compreende a via candOnica de
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sinalizagao por TGF-B1; todavia, ndo é o unico mecanismo pelo qual essa citocina
controla a expressao génica. Também pode ocorrer cooperagao entre a via das
Smads e outras vias de sinalizacao intracelular, como das quinases ERK1/2, JNK,
p38 MAPK e PI3K** que propagam e diversificam o estimulo por TGF-p1,
conferindo a essa citocina sua multifuncionalidade.

Alguns estudos sugerem que o depdsito de MEC observado nos estagios
mais avancados das nefropatias poderia induzir a apoptose das CM, e desse modo
contribuir para a redugao do conteudo celular do mesangio, observada na DRC*,
Em concordancia com essa hipotese, experimentos in vitro demonstraram que
quando cultivadas em placas revestidas com fibronectina ou colageno do tipo | as
CM ficaram mais susceptiveis a apoptose induzida pela privacao de soro bovino fetal
(SBF)*.

A apoptose foi detectada em modelos animais de doenca imunomediada,
tanto no processo inicial de mesangiolise como na etapa final da resolugdo da
hipercelularidade®. Também foi observada em modelos de diabetes mellitus
induzida por estreptozotocina ou de hipertensao glomerular causada pela ablagao
renal (nefrectomia 5/6), estando associada a fibrose glomerular®’.

Alguns estudos indicam que além de depdsito de matriz, TGF-B1 também
contribui para o desenvolvimento da glomeruloesclerose por estimular a morte de

3839 Entretanto,

células glomerulares nos estagios mais avancados da doenga
existem poucas evidéncias que correlacionem a morte de CM com a acao pro-
apoptdtica de TGF-p1 em modelos de nefropatia®®.

Apoptose € um processo extremamente organizado, pelo qual as células séo
eliminadas sem que seja iniciada uma resposta inflamatéria. Esta modalidade de
morte € observada desde o inicio do desenvolvimento embrionario, participando do
processo de remodelamento tecidual. Em adultos, a apoptose controla a
homeostasia do sistema imune, renovagdo ou atrofia tecidual. Sua desregulagao
esta associada ao desenvolvimento de cancer e autoimunidade, lesdo tecidual em
doengas agudas (lesdo cerebral e infarto do miocardio) e crbnicas (diabetes e
neurodegeneracao)®.

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a morte celular por
apoptose, entre eles: ligacdo de moléculas aos receptores de membrana, agentes

quimioterapicos, radiacdo ionizante, privagdo de fatores de crescimento e baixa
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quantidade de nutrientes, além de niveis elevados de EROs. Dependendo do
estimulo, a apoptose pode ser iniciada por mecanismo extrinseco ou intrinseco.
Embora sejam estudados separadamente, ndo sao totalmente independentes e
convergem para ativagdo de uma familia de cisteino-proteases (caspases),
sintetizadas como precursores inativos*'. A chamada via extrinseca é ativada pela
ligacdo de FasL ou TNF-a aos seus respectivos receptores de morte, causando o
recrutamento da proteina adaptadora FADD a porgao citoplasmatica do receptor.
Esse complexo, por sua vez, recruta e agrega diversas moléculas de caspase 8,
que, em seguida, processa e ativa as caspases efetoras 3 e 7. A via intrinseca é
iniciada quando o balango entre os membros pré-sobrevivéncia (Bcl-2 e Bcl-x) e pro-
apoptose (Bax, Bad e Bid) da familia Bcl-2 é desregulado em favor do aumento de
atividade dos ultimos. Isso altera a permeabilidade da membrana mitocondrial,
favorecendo a liberagcao do citocromo c. Uma vez no citoplasma, o citocromo ¢ forma
um complexo com APAF1 e caspase 9, o apoptossomo, que ativa as caspases 3 e
7*2, responsaveis por clivar diversos substratos e induzir as alteracdes bioquimicas e
morfoldgicas que culminam na desintegragao celular em corpos apoptéticos™.

O estimulo com SBF é considerado um modelo in vitro para estudar
alteracbes funcionais das CM que estdo associadas ao desenvolvimento da
glomeruloesclerose. Quando em cultura, na presengca de SBF, as CM apresentam
comportamento semelhante ao fenétipo miofibroblastico, como a expressao de a-
SMA, proliferacdo, produgdo de colagenos intersticiais e resisténcia a apoptose***°.
Em nosso laboratério empregamos a técnica de microarrays de DNA para explorar
mudangas na expressdo génica das CM quando mantidas em meio puro em
comparacgao as células cultivadas na presenca de SBF. Nessas condicdes, criamos
um cenario de quiescéncia versus proliferagcdo, bem como de apoptose versus
sobrevivéncia, que representam a dinamica das mudangas que ocorrem no fenétipo
das CM durante o desenvolvimento da glomeruloesclerose. Dentre os genes cuja
expressdo foi regulada nesse cenario, detectamos TBX3 que teve o RNA
mensageiro (RNAm) aumentado em aproximadamente duas vezes pela presenca de
SBF.

TBX3 é um repressor de transcricdo, pertencente a familia de genes T-box,
que codifica fatores criticos para o desenvolvimento embrionario*® expressos tanto
em invertebrados quanto em mamiferos. A anadlise filogenética classifica-o como

membro da subfamilia do gene TBX2, com o qual compartiha homologia,
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principalmente em termos do dominio de ligacdo ao DNA. Além disso, ambos tém
diversos alvos comuns e em alguns casos possuem funcdes sobreponiveis®’. A
mutac&o dos genes T-box esta associada a doengas congénitas envolvendo defeitos
do desenvolvimento de tecidos e 6rgaos. A haploinsuficiéncia de TBX3 causa a
sindrome ulnar-mamaria (UMS), caracterizada por malformag¢des nos membros
superiores e coracdo, hipoplasia mamaria e de outras glandulas*®. A principal
caracteristica das proteinas T-box consiste em uma regido conservada de 180
residuos de aminoacidos, que corresponde ao dominio de ligacdo ao DNA, T-box.
Ele confere a essas proteinas a capacidade de ligarem-se como mondmeros ou
homodimeros a uma sequéncia de DNA palindrébmica, o sitio T-consenso, presente
na regido promotora de genes-alvo®®. No desenvolvimento embrionario, TBX3 esta
envolvido no processo de organogénese por promover a renovagado das células
embrionarias, facilitar a colonizagédo dos tecidos germinais pelas células tronco, bem
como regular a diferenciacdo celular®®, participando, dessa maneira, do
desenvolvimento dos membros superiores, coragdo, glandulas mamarias e figado®"
%3 Foi demonstrado que a suprarregulagdo de TBX3 promove a oncogénese por
facilitar a imortalizagao celular e potencializar a capacidade invasiva das células
cancerigenas®®. A expressdo aumentada de TBX3 foi observada em algumas
linhagens de cancer de mama, cancer de pulmé&o de células pequenas, carcinoma
de bexiga, tumores hepaticos e melanoma®®. A proteina TBX3 é detectada no
plasma de aproximadamente 80% dos pacientes com cancer de ovario e mama®’.
Isso sugere que esse gene poderia ser usado como ferramenta no diagndstico de
cancer e potencial alvo terapéutico de drogas anticancerigenas, inibindo proliferagéo
e invasao celular e/ou induzindo apoptose®®.

O gene TBX3 codifica diferentes isoformas; entretanto, apenas duas delas
(TBX3.1 e TBX3 + 2a) possuem a sequéncia de nucleotideos totalmente conhecida,
sendo, portanto, as unicas estudadas. A isoforma TBX3 + 2a € o resultado do
processo de splicing alternativo pelo qual ocorre a insergdo de 60 pares de
nucleotideos (éxon 2a) na sequéncia que corresponde ao dominio T-box da
proteina®®. As isoformas TBX3.1 e TBX3 + 2a sdo expressas em diversos tecidos
humanos, sendo a primeira delas o transcrito dominante®®.

A proteina TBX3 possui em sua regido C-terminal um dominio de repressao

de transcricdo (RD1), cuja mutacdo esta associada ao desenvolvimento da UMS.
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Também foi identificado um dominio de ativagcao de transcricdo que foi capaz de
induzir expressao génica apenas quando isolado do RD1. Sua relevancia para a
funcdo de TBX3 nao foi esclarecida®®. Além dos dominios associados a regulacéo da
transcricdo génica, TBX3 também possui uma sequéncia de 6 residuos de
aminoacidos que corresponde a um sinal de localizagdo nuclear, sem o qual a
proteina fica retida na regido perinuclear ou no citoplasma®®.

TBX3 inibe senescéncia®®, promove proliferacdo e imortalizacdo celular®,
além de prevenir apoptose®*, sendo suprarregulado pela via de sobrevivéncia Wnt-§3-
catenina®'. O principal alvo da acdo de TBX3 consiste no transcrito gerado pelo
alternate reading frame (ARF) do Iécus CDKN2A, o supressor de tumor p14°*F. Sua
regiao promotora possui 13 dos 20 nucleotideos que compdem o sitio T consenso,
na qual TBX3 se liga, reprimindo sua transcricdo®’. Foi demonstrado também que
TBX3 suprime a expressdo de p14°%F indiretamente por recrutar histona-
deacetilases (HDACs) para sua regiao promotora. A deacetilagcdo das histonas
reforca a ligacao de alta afinidade entre estas e a estrutura do DNA, impedindo o
acesso da maquinaria de transcrigdo génica®.

A proteina p14”"%F induz senescéncia por meio da ativagdo indireta do
supressor de tumor p53, que interrompe o ciclo celular na fase G1%*%*. Ao reprimir a
expressdo de p14"%F, TBX3 torna a proteina p53 suscetivel a degradagdo induzida
por Mdm2, favorecendo a redugdo dos seus niveis nucleares. Dessa maneira,
previne a senescéncia e apoptose induzidos por p53, além de facilitar a
transformacdo celular®*®®. TBX3 também pode inibir o processo de senescéncia
celular por um mecanismo independente do blogueio da via p14**F-Mdm2-p53, que
envolve a represséo da expressao de p21°?, um inibidor das quinases dependentes
de ciclinas (CDKs)®.

TBX3 promove a formacgdo do sistema de conducido elétrica central do
coragao pela repressao da expressao dos genes Cx40, Cx43 e Nppa, por meio de
um mecanismo que envolve a interagcdo com outros fatores de transcricdo, como
Sox4%®® e Msx2%. Ademais, estimula proliferacdo e inibe a diferenciacdo de
osteoblastos por induzir a sub-regulagdo dos genes Runx2 e Osterix®®. No processo
de tumorigénese, reprime a expressao do supressor de tumor PTEN e assim ativa a
via pré-sobrevivéncia PISK/PTEN/AKT®, além de aumentar a capacidade invasora
de células cancerigenas por reprimir a expressdao da proteina de adesdo E-

caderina®. Foi ainda demonstrado que em alguns casos TBX3 pode atuar como um
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ativador de transcrigdo e induzir a expressao de genes envolvidos na manutengao
da pluripoténcia celular, como nanog’®, ou relacionados a diferenciagdo celular,
como GATA-6.

Os estudos mencionados apresentam evidéncias de que TBX3 pode regular
proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como, apoptose em diferentes contextos
fisiolégicos ou envolvidos na génese e manutencdo de doencas. Ja estd bem
definido que as CM sdo responsaveis por iniciar o processo fibrético na
glomeruloesclerose e que a alteragdo do seu fendétipo nessa condigcéo € o resultado
da perturbacédo do seu programa de expressao génica”. Apesar do extenso estudo
acerca da mudancga do estado quiescente das CM para o fendtipo miofibroblastico,
ainda restam lacunas no conhecimento a respeito de todos os aspectos desse
fendbmeno. Sabemos que TGF-B1 é uma das principais moléculas que iniciam esse
processo € que o mesmo modula a atividade de diversas vias de sinalizacdo nas
CM. Também sabemos que o resultado final da estimulagcéo por TGF-1 consiste no
aumento da producdo de MEC, hipertrofia e apoptose das CM. Entretanto ainda nao
sdo conhecidos todos os fatores de transcricdo que alteram a expressao dos genes
envolvidos nesses eventos celulares. Assim, justifica-se o estudo do gene TBX3 em
CM. A expresséo desse gene ja foi demonstrada no tecido renal; entretanto, sua
funcdo em condi¢des normais ou em doengas nao foi avaliada. Acreditamos que o
gene TBX3 possa estar envolvido no mecanismo pelo qual o perfil de expressao

génica da CM ¢ alterado nas nefropatias.



2 OBJETIVOS
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O objetivo central do presente trabalho consiste na analise do perfil de

expressao do gene TBX3 e sua relagao com alteragdes fenotipicas de CM.

Dentre os objetivos especificos, temos:

1. identificar o mecanismo de regulacdo das isoformas do gene TBX3 nas CM

estimuladas por TGF-p1;

2. determinar o papel do gene TBX3 no fendétipo das CM,;

3. avaliar a expressdao do gene TBX3 em um modelo in vivo de

glomeruloesclerose;



3 METODOS
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3.1 Cultura celular

Células mesangiais humanas imortalizadas (hCMI), doadas pelo Dr. Bernhard
Banas (Munique, Alemanha) e células tubulares proximais humanas imortalizadas
(HK-2) foram cultivadas em meio de cultura DMEM low glucose (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) suplementado com SBF (10%, Invitrogen), penicilina e
estreptomicina (50.000 u/L, Invitrogen). As células foram mantidas a 37 °C, com CO,
a 5% em incubadora umidificada. Foram utilizadas em passagens semelhantes para

manutencao de uniformidade dos experimentos.

3.2 Tratamento com fatores de crescimento

As hCMI foram semeadas em placas de cultura de 6 pogos. Apds atingirem a
confluéncia, as células foram lavadas com PBS e mantidas em DMEM puro por 24
horas. A seguir foi adicionado DMEM puro contendo PDGF-BB (10 ng/mL; Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), TGF-1 (2 ng/mL; Sigma Aldrich) ou BMPs 2,4 e 7
(10 ng/mL; Sigma Aldrich) ou a solugao veiculo (1 mg/mL de BSA e 4 mM de HCI). O
RNA total foi extraido apds 6 horas de tratamento para analise por gPCR.

3.3 Curva tempo-resposta para TGF-f1

As hCMI foram semeadas em placas de cultura de 6 pogos. Apds atingirem a
confluéncia, foram lavadas com PBS e mantidas em DMEM puro por 24 horas. A
seguir foi adicionado DMEM puro contendo TGF-f1 (2 ng/mL), enquanto o grupo
controle foi mantido em meio puro. O RNA total foi extraido apds 1, 3, 6 e 12 horas

de tratamento para analise por qPCR.

3.4 Curva concentragao-resposta para TGF-p1

Utilizando o mesmo procedimento do método anterior tratamos as células
com as concentragdes de 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 2 ng/mL ou 5 ng/mL de TGF-p1. O

RNA total foi extraido apds 6 horas de tratamento para analise por gPCR.
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3.5 Isolamento de RNA total

As hCMI foram raspadas com o tampéao de lise RA1 contendo B-ME. O RNA
total foi extraido seguindo as recomendagdes do kit RNAspin (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). Para extragcdo de RNA de amostras de tecido, fragmentos de
aproximadamente 20 mg foram congelados em nitrogénio liquido, macerados e
ressuspendidos com o tampao de lise. A concentracdo de RNA total foi determinada
por espectrofotometria, a partir da absorbancia em 260 nm. A pureza das amostras
foi determinada pela razao entre os valores de absorbancia em 260 nm e 280 nm.
Somente as amostras que apresentarem razdes entre 1.7 e 2.1 foram utilizadas. A

integridade do RNA foi averiguada por eletroforese em gel de agarose.

3.6 Reacéo de transcricao reversa

O cDNA foi preparado utilizando o kit ImProm Il (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Para tanto, 1 ug de
RNA total foi incubado com 0,5 ug oligo-dT em uma reagéo final de 5 uL. Depois
foram adicionados a cada amostra 15 uL de mix contendo a enzima, MgCl; (3 mM) e

dNTP mix (600 uM). Em seguida, as amostras foram incubadas por 1 hora a 42 °C.

3.7 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Uma aliquota de cDNA foi combinada aos componentes do kit SYBR GREEN
PCR Master Mix (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) e primers especificos para
cada gene (Quadro 1). A reagédo consistiu na ativacdo da enzima Taq DNA
polimerase a 95 °C por 15 minutos, seguida de 35 ciclos com as seguintes etapas:
denaturagdo do DNA a 94 °C por 30 segundos, anelamento dos primers
(temperatura determinada pelo par de primers utilizado na reac¢do) por 30 segundos
e extensao a 72 °C por 30 segundos. Dilui¢des seriadas de amostras controle foram
analisadas simultaneamente para estabelecimento de uma curva padrdo. Os
produtos foram quantificados e comparados a controles a partir da analise do
numero de ciclos necessarios para obtengcao de dado valor de fluorescéncia na fase
log-linear da reacdo. Reagdes utilizando primers para o gene do GAPDH foram

utilizadas para normalizar os resultados obtidos. A especificidade do produto gerado
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foi confirmada por analise da curva de dissociagdo, bem como por eletroforese em

gel de agarose.

Quadro 1 — Caracteristicas dos primers utilizados nas rea¢des de qPCR.

Gene Primer Sequéncia TA Produto
GAPDH Forward 5'- ACCACAGTCCATGCCATCAC -3 58 °C 452 pb
Humano/Rato Reverse 5'- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3

Isoforma Forward 5'- CATGGAGCCCGAAGAAGA -3 58 °C 403 pb
TBX3.1 Reverse 5'- GTGCATGGAGTTCAATATAGTAAATC - 3

Isoforma Forward 5'- GTGGCAGGGGAATTATAGTTTTGG - 3' 58 °C 369 pb
TBX3 + 2a Reverse 5'- GCCTGGGCGAAGCAGTTG -3

p14°R%F Forward 5'- ATGGTGCGCAGGTTCTTGGTGAC - 3' 58 °C 93 pb
Humano Reverse 5'- CGTGAGCCGCGGATGTGA - 3'

PAI-1 Forward 5 - CCCGATGGCCATTACTACGA-3 58 °C 395 pb
Humano Reverse 5 - ATGCGGGCTGAGACTATGACA -3

Fibronectina Forward 5'- GTAGTTGCGGCAGGAGAAGGTATC-3" 58°C 169 pb
Humano Reverse 5'- ACAGCCGTTTGTTGTGTCAGTGTAG - 3'

TGF-B1 Forward 5'- GCTGCCGCTTCTGCTCCCACTC-3' 60 °C 120 pb
Rato Reverse 5'- GCTTCGATGCGCTTCCGTTTCAC - 3'

TBX3 Forward 5'- CACCGCCACCCGTTCCTC -3 60 °C 158 pb
Rato Reverse 5'- ACCGCCGATTTGCCGTCTA - 3'

Colageno Forward 5'- CCCCCAGGTCCCTACGATGTC -3 55°C 120 pb
Rato Reverse 5'- AAGCCCACGGAGCCTGTCAC - 3'

Fibronectina Forward 5'- GGGGAGTGGAAGTGTGAGCGAC - 3' 55°C 158 pb
Rato Reverse 5'- GTGGGTCTGGGGTTGGTAAATA -3’

3.8 Extracao de proteina

Ap6s o tratamento especifico para cada experimento, as células foram
lavadas com PBS gelado e as placas congeladas imediatamente em nitrogénio
liquido. As células foram raspadas com o tampao de lise RIPA (Sigma Aldrich)
contendo inibidores de proteases (Sigma Aldrich). O lisado celular foi
homogeneizado, centrifugado e o sobrenadante coletado. A concentragcdo de
proteina de cada amostra foi determinada pelo método de Lowry modificado (BCA,

Bioagency, Sao Paulo, SP, Brasil).

3.9 Western Blot

Aliqguotas das amostras de proteina variando entre 30-50 pg foram
submetidas a SDS-PAGE, sendo posteriormente transferidas para uma membrana

de nitrocelulose em tampao Tris-Glicina metanol. Os sitios inespecificos foram
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bloqueados por 1 hora com tampao TBST (Tris-salino com Tween 20) a 0,5%
contendo 5% de leite desnatado. Em seguida as membranas foram incubadas
(1hora em temperatura ambiente ou 12 horas a 4 °C) com os anticorpos primarios
diluidos na solugao de bloqueio. As membranas de nitrocelulose foram lavadas em
tampao TBST e depois incubadas por 1 hora com os anticorpos secundarios
diluidos no tampao de bloqueio. Apds novas lavagens da membrana, as bandas
foram reveladas por quimiluminescéncia (ECL Plus, GE Healthcare). Foram
utilizados os anticorpos primarios para TBX3 (humano/rato 1:200, Santa Cruz
Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA) e anticorpos secundarios conjugados com
HRP (1:2000, Santa Cruz Biotechnology).

3.10 Vetores

Foram utilizados os vetores listados abaixo:

e pCS2" TBX3-HA: plasmideo contendo a sequéncia codificadora completa da
isoforma TBX3.1. Doado por Peter J. Hurlin, Shriners Hospitals for Children,
Portland, Oregon,;

e pFB-Neo TBX3 + 2a: vetor lentiviral que contém a sequéncia completa da
isoforma TBX3 + 2a. Doado por Taosheng Huang, Division of Genetics,
Department of Pediatrics, University California, Irvine;

e plLenti Id1: vetor lentiviral contendo a sequéncia codificadora do gene Id1,
construido previamente em nosso laboratorio;

e pcDNA3.1 Zeo: plasmideo disponivel comercialmente para construgcao de

vetores para superexpresséo génica (Invitrogen).

3.11 Construcéo dos plasmideos e do vetor lentiviral
3.11.1 Reacéao de digestao

Aliquotas dos plasmideos pcDNA3.1 Zeo e pCS2* TBX3-HA foram digeridas
pelas endonucleases BamHI e Xho1 a 37 °C por 6 horas. Esse procedimento causou
a linearizacdo do vetor pcDNA3.1 Zeo e a separagao da sequéncia da isoforma
TBX3.1 do vetor pCS2" TBX3-HA. O volume total da reacdo foi submetido a
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eletroforese em gel de agarose. Em seguida as bandas correspondentes ao vetor
pcDNA3.1 Zeo linearizado e ao fragmento da isoforma TBX3.1 foram extraidas e
purificados pelo kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE

Healthcare), seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.11.2 Reagéo de ligagéo

Aliquotas dos fragmentos da isoforma TBX3.1 e do vetor pcDNA3.1 Zeo
linearizado foram combinadas em uma propor¢ao molar de 1:2 juntamente com a
enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e incubadas por 20 minutos em temperatura
ambiente. Por meio dessa reacgdo, o fragmento da isoforma TBX3 foi inserido ao
vetor pcDNA3.1 Zeo, produzindo o plasmideo pcDNA TBX3.1. Esse vetor, por sua
vez, foi utilizado para a construcdo do lentivirus pLenti TBX3.1. Para tanto, a
sequéncia do gene Id1 foi excluida do lentivirus pLenti Id1 pela digestdo com as
endonucleases BamHI e Xhol. O fragmento do lentivirus foi extraido e purificado. Em
seguida, foi combinado em uma propor¢édo molar de 4:1 com o fragmento da
isoforma TBX3.1 isolado do vetor pcDNA TBX3.1 pela digestdo com as mesmas
endonucleases e incubado com a enzima ligase por 1 hora a 26 °C. Amostras das

reacdes de ligacado foram usadas para transformar cepas de células competentes.

3.11.3 Transformacdo de E. coli para propagacao dos plasmideos ou vetores virais

Aliquotas da reagao de ligagao foram incubadas com uma cepa especifica de
E. coli One Shot (Invitrogen) e mantidas em gelo por 30 minutos. A seguir as
bactérias foram submetidas a um choque térmico (42 °C, 45 segundos) e novamente
colocadas em gelo. A mistura foi semeada em placas contendo LB agar com
ampicilina (100 ng/mL) para selegdo de coldnias transformadas (que incorporaram o
plasmideo de interesse e que, portanto, s&o resistentes ao antibiético) e transferidas
para incubadora a 37 °C por 12-20 horas. A seguir, coldnias individuais foram
selecionadas e transferidas para tubos (1 por coldnia) contendo 4 mL de meio LB
com antibioético. Os tubos foram agitados a 280 rpm, 37 °C, por 12-20 horas e a
seguir uma amostra da mistura (3 mL) foi utilizada para confirmacéo da identidade
do plasmideo. Foi utilizado o kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo as

recomendagdes do fabricante. O DNA extraido foi digerido por enzimas de restrigao
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e analisado em gel de agarose. Uma vez comprovada a identidade do plasmideo,
parte do preparado foi aplicada a 250 mL de meio LB para geragao de plasmideo em
larga escala. A solugéo foi agitada conforme descrito acima e apds 12-20 horas o
DNA foi extraido com o kit illustra plasmidPrep Midi Flow (GE Healthcare). Os
plasmideos foram entdo precipitados e lavados em etanol, e ressuspendidos em

tampao Tris-EDTA (TE), estando, entao, prontos para transfecgao transitoria.

3.11.4 Transfeccao transitoria por eletroporagao

Aproximadamente 1 x 10° células foram ressuspendidas em 1 mL de tamp3o
hipo-osmolar. Em seguida foi adicionada uma aliquota dos vetores pcDNA TBX3.1
ou pcDNA Zeo para concentragado final de 10 ug de DNA/mL. A suspensdo de
células (400 pulL) foi transferida para cubetas proprias para eletroporagéo. As células
foram eletroporadas utilizando o equipamento Multiporator (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha), com 1 pulso de 220 V por 100 pus. Passados 10 minutos de incubagéo
em temperatura ambiente, o conteudo de cada cubeta foi diluido em meio de cultura
e distribuido em placas de cultura. Decorridos 4 ou 6 dias da eletroporacéo, as
células foram coletadas para extracdo de RNA total ou para citometria de fluxo,

respectivamente.

3.11.5 Transfecc¢do transitéria de sequéncias de siRNA

Foi utilizado o kit N-TER Nanoparticle siRNA transfection System (Sigma),
seguindo recomendacdes do fabricante. Basicamente, as sequéncias de siRNA,
adquiridas comercialmente (siRNA Negative Control e SASI Hs01 00110889 -
TBX3, Sigma Aldrich), foram diluidas em tamp&o e combinadas com o peptideo N-
TER diluido em agua para atingir a concentragdo de 120 nM. Apéds incubacéo de 20
minutos em temperatura ambiente, a solugao foi adicionada ao meio de cultura.
Apoés 24 horas as células foram raspadas para extracao de RNA total ou privadas de

SBF por 24 horas, seguindo-se a extragao de proteina para o ensaio de caspase.
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3.12 Construcao dos vetores adenovirais

3.12.1 Reacdo de PCR para amplificacdo da sequéncia codificadora completa das

isoformas

Seguindo as recomendagbes do manual do Kit pENTR Directional TOPO
Cloning (Invitrogen), desenhamos um par de primers que se anela as extremidades
do fragmento da isoforma TBX3.1 presente no vetor pLenti TBX3-HA ou da isoforma
TBX3 + 2a presente no vetor pFB Neo TBX3 + 2a. A sequéncia codificadora
completa das isoformas TBX3 foi amplificada por meio de uma reacdo de PCR
contendo os primers, aliquotas dos vetores mencionados acima e 0os componentes
do kit PFX taqg DNA Polymerase (Invitrogen). O volume total da reagao foi submetido
a eletroforese em gel de agarose 1%. Os fragmentos correspondentes as isoformas

foram extraidos e purificados.

3.12.2 Reacao de Topo clonagem

Aliquotas do vetor pENTR/SD-D (conjugado com a enzima topoisomerase)
fornecido pelo kit pENTR Directional TOPO Cloning (Invitrogen) e dos fragmentos
das isoformas, obtidos pelo método descrito acima, foram combinados na proporgao
molar de 1:1 e incubados por 30 minutos a 23 °C. Uma aliquota de cada reagao foi
utilizada para transformar células competentes para a produgcado dos vetores pENTR
TBX3.1 ou pENTR TBX3 + 20

3.12.3 Reacao de recombina¢do homologa

Aliquotas dos vetores pENTR TBX3.1 ou pENTR TBX3 + 2a foram
combinados com o vetor pAd/CMV/V5-DEST juntamente com o mix de enzimas
Gateway LR Clonase Il (Invitrogen) e incubados por 18 horas. Apos esse periodo foi
adicionado 1 uL de proteinase K e a reagdo foi incubada por mais 10 minutos a
37°C. Amostras dos novos vetores resultantes da reagcdo de recombinacgado (pAd
TBX3.1 e pAd TBX3 + 2a) ou do vetor controle pAd Lac Z foram usadas para
transformar células competentes para produgdo em larga escala. Posteriormente os

vetores foram digeridos com a enzima Pac | e extraidos com o kit illustra GFX.
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3.12.4 Producédo de adenovirus

Células empacotadoras 293A foram transfectadas com 1 pg dos vetores
adenovirais digeridos utilizando o reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen),
seguindo instrugcées do fabricante. Apds 48 horas as células foram replicadas e
transferidas para placas de cultura maiores. As células foram mantidas em cultura
até apresentarem efeito citopatico de aproximadamente 80%. O sobrenadante com
adenovirus foi coletado e processado seguindo as recomendagbes do fabricante.
Para a amplificagdo dos estoques adenovirais, uma aliquota de 100 uL de cada
adenovirus foi aplicada ao meio de cultura das células 293A. Apdés 72 horas o
sobrenadante foi coletado e processado seguindo o procedimento descrito

anteriormente.

3.12.5 Titulagéo dos adenovirus

Foi efetuado o procedimento descrito no manual ViraPower™ Adenoviral
Expression System (Invitrogen). Basicamente, células 293A foram semeadas em
placas de 6 pocos (1 x 10° células por poco) e no dia seguinte foi adicionado 1 mL
de aliquotas da diluicdo seriada dos adenovirus amplificados. Passadas 48 horas, o
meio de cultura foi substituido por 2 mL de solugdo de agarose. Apds 8 dias as
células foram coradas com MTT. O titulo de adenovirus foi determinado pelo numero
de placas de efeito citopatico observadas em cada diluicdo. O titulo de cada
adenovirus foi utilizado para calcular o volume do estoque adenoviral que deveria
ser adicionado a 1 mL de meio de cultura para se obter o MOI multiplicidade de

infeccdo desejado para uma densidade celular especifica.

3.13 Transducdao das células como os adenovirus

As células foram semeadas em uma densidade especifica para cada
experimento. No dia seguinte o meio de cultura foi substituido por meio contendo os
adenovirus diluidos para atingir os MOls 10, 30 ou 60. Passadas 24 horas, o meio
de cultura foi renovado e as células submetidas as condigdes experimentais

desejadas.
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3.14 Ciclo celular por citometria de fluxo

As células transduzidas por 48 horas ou eletroporadas foram tripsinizadas,
coletadas e centrifugadas. O pellet de células foi lavado com PBS e fixado em etanol
100%. Apds 24 horas as células foram lavadas e ressuspendidas em solugéo de
PBS contendo iodeto de propidio (50 ug/mL) e ribonuclease A (200 ug/mL, Concert
RNAse, Invitrogen) e incubadas por 1 hora em 37 °C. Em seguida as células foram
lavadas e ressuspendidas em PBS para concentracdo final de 1 x 10° células por
mL. A solucdo de células foi aplicada no citdmetro de fluxo (FACS Calibur, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e os niveis de fluorescéncia foram processados
pelo software FACSDiva (Becton Dickinson). Os dados adquiridos demonstraram o
valor de fluorescéncia para cada célula. Apés a analise de 10.000 eventos um
histograma foi gerado. A partir deste, determinamos a porcentagem de células com
quantidade similar de DNA por meio do calculo da area de cada pico apresentado no
histograma. O primeiro pico reune células com quantidade de DNA dipldide, ou seja,
na fase GO/G1 do ciclo celular. Apdés o inicio da fase S, com duplicagdo do material
genético, a quantidade de DNA das células aumenta gradativamente (representado
pelo vale no grafico). Durante a fase G2/M, as células ja possuem seu DNA
totalmente duplicado, apresentando uma quantidade maior de fluorescéncia,

constituindo assim o segundo pico.

3.15 Deteccdo de apoptose por dosagem de atividade de caspase 3

As células foram semeadas em placas de 6 po¢os em uma densidade de 9
x10* células/poco. No dia seguinte foram transduzidas com o MOI 60 dos adenovirus
pAd Lac Z, pAd TBX3.1 ou pAd TBX3 + 20 ou ainda transfectadas com as
sequéncias de siRNA. No terceiro dia apds a transdugao com os adenovirus ou apds
24 horas da transfecgdo com siRNA, as células foram lavadas com PBS e incubadas
com meio contendo 10% de SBF ou meio puro. Passadas 24 horas, a proteina total
foi extraida e dosada. Aliquotas de 30-40 ug de proteina foram aplicadas em placas
de 96 pogos especificas para leitura de fluorescéncia, juntamente com tampéo
contendo substrato da enzima caspase 3 (Ac-DEVD-AMC, Sigma Aldrich). Apés 1
hora de incubacédo a 37 °C foi feita a analise na leitora de fluorescéncia DTX 880

Multimode Detector (Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA). Os parametros de leitura
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utilizados foram: excitagdo em 360 nm e emissdao em 460 nm. Os resultados foram

expressos como média de unidades arbitrarias de fluorescéncia.

3.16 Modelo experimental de nefrectomia 5/6

Ratos Wistar machos foram anestesiados com quetamina/xilazina. Por meio
de uma incisdo mediana na regido abdominal o rim esquerdo foi exteriorizado e a
artéria renal exposta, tendo o ramo inferior e posterior ligados. Com esse
procedimento o suplemento sanguineo de aproximadamente 2/3 do rim esquerdo foi
interrompido, deixando apenas a area irrigada pelo ramo médio intacta. Em seguida,
o rim direito foi isolado e exteriorizado, a capsula renal foi removida e a pelve renal
foi ligada. O rim foi entdo removido e a pele suturada. Apdés 2 ou 4 semanas, 0s
animais foram sacrificados e amostras de tecido renal foram congeladas para

extracdo de RNA total ou fixadas em paraformaldeido a 4% (PFA 4%) por 48 horas.

3.17 Imunohistoquimica

As amostras de tecido renal fixadas em PFA 4% foram submetidas ao
procedimento de inclusdo em parafina. Cortes histologicos de 5 um foram obtidos,
desparafinizados e hidratados. Os cortes foram submetidos ao processo de
recuperacgao antigénica por microondas com tampéao de acido citrico/citrato de sédio
pH 6 e depois mantidos a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida foram
incubados com solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% para o bloqueio das
peroxidases endoégenas. Apos lavagem com tampédo TBST foram incubados por 1
hora com solugdo de BSA a 3% em tampao TBST para bloquear as interagdes
inespecificas. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo primario anti-
TBX3 (humano/rato 1:50, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora. Os cortes foram
lavados com tampéo Tris-Tween e incubados por 1 hora com o anticorpo secundario
(1:200, Santa Cruz Biotechnology). Apds as lavagens, foram incubados com solugao
DAB para deteccao da proteina de interesse e contracorados com hematoxilina de

Harris. As laminas foram analisadas em microscopio optico.
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3.18 Imunofluorescéncia

As células foram semeadas em placas de cultura contendo laminulas. Apds
24 horas foram transduzidas com adenovirus ou estimuladas com TGF-B1. Apos 48
horas da transdugédo ou 24 horas de tratamento com TGF-f1, as células foram
fixadas com PFA 4% por 15 minutos. Depois de lavagens com PBS, as laminulas
foram incubadas por 1 hora em solucédo de BSA a 3% em tampédo TBST. Em
seguida foram incubadas com o anticorpo primario anti-TBX3 (1:50) por mais 1 hora.
Apos lavagens, foram incubadas com o anticorpo secundario marcado com FITC
(1:20, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora. As laminulas foram lavadas e
montadas em laminas com o reagente Vectashield (Vector Laboratories, Inc,
Burlingame, CA, USA). As laminas foram analisadas em microscopio de

fluorescéncia.

3.19 Andlise estatistica

Os dados relativos a cada grupo experimental foram comparados
independentemente ao grupo controle. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Na PCR quantitativa os resultados foram transformados para log®. Foram
aplicados os testes estatisticos ANOVA ou teste t n&o-pareado. p< 0,05 foi
considerado significante em todos os experimentos. Para a analise de correlagéo foi

feita regresséo linear e aplicado teste estatistico de Fisher.



4 RESULTADOS
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O resultado obtido pelo experimento de microarrays de DNA foi confirmando
posteriormente por gPCR utilizando um par de primers desenhado especificamente
para o0 RNAm do gene TBX3. Como estes primers nao distinguiam os transcritos
deste gene desenhamos outros especificos para cada isoforma para determinarmos
sua expressao separadamente. Para isoforma TBX3.1 foi desenhado um primer que
anela-se na interseccao entre os éxons 2 e 3, ausente na outra isoforma. Ja no
caso da isoforma TBX3 + 2a, um dos primers anela-se em uma sequéncia de bases
contida no éxon 2a, presente exclusivamente nessa isoforma (Figura 4). A
especificidade das reagdes de gPCR utilizando esses primers foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose, que demonstrou a presenga de uma unica banda
com o tamanho correspondente ao esperado para o fragmento amplificado de cada
isoforma (Figura 5). Utilizando esses primers, podemos demonstrar que as isoforma
TBX3.1 e TBX3 + 20 sado expressas constitutivamente em CM e que sao
suprarreguladas em 1,9 e 2,2 vezes, respectivamente, pela exposicdo a 10% de
SBF por 6 horas (Figura 6).

Figura 4 - Esquema da localizagao dos primers especificos para cada isoforma.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
TBX3.1 | | | | | |
— [— ]
Exon 1 Exon2 FExon2a Exon3 Exon 4 Exon 4
TBX3 + 2 | | | ] | | |
] ==
B rrimers especificos para cada isoforma
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 3%.
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P: padrao de 100 pb. Visualizagdo dos fragmentos gerados pelas reagbes de qPCR com os primers
para TBX3.1 (403 pb) ou TBX3 + 2a (369 pb).

Figura 6 - Expressédo das isoformas TBX3 em hCMI estimuladas com SBF por 6

horas.
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gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 horas e entdo estimuladas com 0,5% ou
10% de SBF por 6 horas. Os dados foram normalizados pela amplificacdo do gene GAPDH e
expressos como médiatEPM em relacdo ao nivel de expressao do grupo 0,5% SBF. N=3. *p<0,05
versus grupo 0,5% SBF.
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Visando estudar a regulagcdo do gene TBX3 nas CM, avaliamos a expressao
de suas isoformas apd6s a administracdo de fatores de crescimento, descritos na
literatura como capazes de produzir alteragdes no perfil de expressédo génica de CM
e, consequentemente, modificar seu fendtipo. Para tanto, tratamos as CM por 6
horas com PDGF-BB, TGF-1 ou BMPs. Observamos que BMP-4 e, especialmente,
TGF-1 induziram suprarregulacéo de TBX3.1 em 1,4 e 1,7 vezes, respectivamente,
e de TBX3 + 2o em 1,85 e 1,9 vezes, respectivamente. Tanto o tratamento com
BMP-2 quanto com BMP-7, assim como com PDGF-BB, n&do afetaram a expressao

das isoformas nas CM (Figura 7).

Figura 7 - Expressao das isoformas TBX3 em hCMI estimuladas com fatores de
crescimento por 6 horas.
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gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 horas e entédo estimuladas com TGF-f1 (2
ng/mL), PDGF-BB (10 ng/mL), BMPs 2, 4 e 7 (10 ng/mL) ou veiculo por 6 horas. Os dados foram
normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagédo ao nivel
de expresséao do grupo veiculo. N=3. *p<0,05 versus grupo veiculo.

Devido ao papel de TGB-B1 na indugdo de alteragbes fenotipicas de CM
durante o desenvolvimento das glomerulopatias, concentramo-nos em estudar o
padrao de regulagdo do gene TBXS3 por esse fator de crescimento.

Devemos ressaltar que o tempo e concentragdo de TGF-1 aos quais as CM

sao submetidas em estudos da literatura sdo bastante variaveis, sendo que o
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periodo pelo qual as CM sao expostas pode variar de poucos minutos até varios dias
e a concentragdo de TGF-B1varia de picogramas a nanogramas. Partimos de
concentragcdes e periodos de tempos ja avaliados em nosso laboratorio, os quais
induziram modificagdes na expressdo de genes mediadores de sua agao pro-
fibrética, como CTGF, ou relacionados ao acumulo de MEC como colageno 1V,
fibronectina e PAI-1.

Para determinar o quanto a expressao das isoformas era sensivel ao estimulo
por TGF-B1, realizamos um experimento do tipo concentragdo-resposta, no qual as
células foram expostas por 6 horas a concentragbes crescentes de TGF-B1. A
regulacéo da expressao de TBX3 + 2a foi mais sensivel a TGF-$1 em comparagao
ao observado para a outra isoforma. Foi possivel observar aumento de 2,2 vezes da
expressdo de TBX3 + 2q a partir da concentragcdo de 0,5 ng/mL, enquanto a
expressao de TBX3.1 foi aumentada, em 3 vezes, apenas a partir da concentracao
de 1 ng/mL. O aumento da expresséo das isoformas manteve-se constante, mesmo
quando as células foram expostas a concentragcdes maiores de TGF-1 (Figura 8).
Também observamos que o tratamento com apenas 1 ng/mL de TGF-B1 foi capaz
de induzir suprarregulacéo das isoformas superior a observada quando as células

foram tratadas com SBF 10%.
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Figura 8 - Expressao das isoformas TBX3 em hCMI estimuladas com TGF-B1 por 6

horas.
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gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 horas e entédo estimuladas com TGF-1 nas
concentragdes de 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 2 ng/mL, 5 ng/mL ou veiculo por 6 horas. Os dados foram
normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagao ao nivel
de expressdo do grupo veiculo. N=3. *p<0,05 grupo TBX3 versus grupo veiculo e #p<0,05 grupo
TBX3 + 2a versus grupo veiculo.

Em seguida, realizamos uma curva de tempo-resposta no qual as CM foram
tratadas com 2 ng/mL de TGF-B1 por diferentes periodos de tempo. Dessa maneira,
seria possivel determinar se TBX3 € um gene de resposta rapida ou se sua
expressao é regulada tardiamente por TGF-f1. Observamos que a regulagdo da
expressao das isoformas por TGF-1 é rapida. O aumento na expressao de TBX3.1
e TBX3 + 2a de 2,1 e 2,2 vezes, respectivamente, foi significativo a partir de 3 horas,

e manteve-se constante durante o periodo de tempo estudado (Figuras 9 e 10).



45

Figura 9 - Expresséo da isoforma TBX3.1 em hCMI estimuladas com TGF-p1.
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gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 h e entdo estimuladas com TGF-1 (2
ng/mL) ou veiculo por 1, 3, 6 ou 12 horas. Os dados foram normalizados pela amplificagao do gene
GAPDH e expressos como médiatEPM em relacdo ao nivel de expressdo do grupo veiculo. N=3.
*p<0,05 versus grupo veiculo.
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Figura 10 - Expresséo da isoforma TBX3 + 2o em hCMI estimuladas com TGF-31.

T

o

[a)

<

o

— 3- ,

o *  mE \eiculo
* *

(@)

3 I I 3 TGF-B1

N

© 2]

£

(@)

£

£ 1-

=z

o

(D)

©

(@]

’8 O- T T T T

wn

o

% 1 3 6 12

] Horas

gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 h e entdo estimuladas com TGF-p1 (2
ng/mL) ou veiculo por 1, 3, 6 ou 12 horas. Os dados foram normalizados pela amplificagdo do gene
GAPDH e expressos como médiazEPM em relagdo ao nivel de expressao do grupo veiculo. N=3.
*p<0,05 versus grupo veiculo.

Também avaliamos a expressao protéica do gene TBX3 nas células tratadas
com TGF-B1 por 24 horas por meio da técnica de imunofluorescéncia. Devemos
ressaltar que o anticorpo utilizado reconhece um epitopo comum a ambas isoformas,
impossibilitando determinar a contribuicdo de cada uma das isoformas para a
fluorescéncia detectada. Houve aumento significativo da proteina TBX3 que

apresentou localizagao preferencialmente nuclear (Figura 11).
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Figura 11 - Expresséo protéica de TBX3 em hCMI estimuladas com TGF-p1.
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Imunofluorescéncia. As células foram privadas de soro por 24 horas e entéo estimuladas com TGF-1
(2 ng/mL). Apés 24 horas as células foram fixadas. Fotos das laminas visualizadas em microscépio de
fluorescéncia com aumento de 200x.
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Para determinar o papel de TBX3 no fendtipo das CM induzimos a
superexpressao das isoformas por meio da transdugdo com vetores adenovirais
contendo a sequéncia de TBX3.1 ou TBX3 + 2a e, em seguida, averiguamos a
expressao de possiveis genes-alvo e fungdes celulares.

Observamos um aumento exuberante dos niveis de RNAm das isoformas,
principalmente nas células transduzidas com o MOI 60, nas quais a expressao de
TBX3.1 e TBX3 + 2a foi 345 e 81 vezes maior que a observada nas células

transduzidas com o adenovirus controle, respectivamente (Figuras 12 e 13).

Figura 12 - Expressao da isoforma TBX3.1 em hCMI transduzidas com adenovirus.
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gPCR. Células foram transduzidas com o MOI 60 do adenovirus pAd Lac Z ou MOIs 10, 30 ou 60 do
adenovirus pAd TBX3.1. Apos 48 horas as células foram coletadas para extragdo de RNA total. Os
dados foram normalizados pela amplificacdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em
relagao ao nivel de expressao do grupo veiculo. N=3. *p<0,05 versus grupo pAd Lac Z.
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Figura 13 - Expressao da isoforma TBX3 + 2o em hCMI transduzidas com

adenovirus.
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gPCR. Células foram transduzidas com o MOI 60 do adenovirus pAd Lac Z ou MOls 10, 30 ou 60 do
adenovirus pAd TBX3 + 2a. Apds 48 horas as células foram coletadas para extragdo de RNA total.
Os dados foram normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em
relagéo ao nivel de expressédo do grupo veiculo. N=3. *p<0,05 versus grupo pAd Lac Z.

Também detectamos aumento na expressdo protéica das isoformas nas
células transduzidas, como demonstrado pela técnica de western blot, na qual
podemos diferenciar as isoformas pelo seu tamanho (Figura 14). Como induzimos a
expressao das isoformas individualmente foi possivel analisar o padrdo de
distribuicdo subcelular de cada uma delas por imunofluorescéncia (Figura 15). A
isoforma TBX3.1 apresentou localizagdo predominantemente nuclear, enquanto

TBX3 + 2a foi detectada preferencialmente no citoplasma.

Figura 14 - Expressao protéica das isoformas TBX3 em CM transduzidas.
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Western Blot. Células foram transduzidas com os adenovirus pAd Lac Z (1), pAd TBX3.1 (2) e pAd
TBX3 + 2a (3) com o MOI 60. Apos 48 horas as células foram coletadas para extragéo de proteina.
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Figura 15 - Expressao protéica das isoformas TBX3 em CM transduzidas.
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Imunofluorescéncia. Células foram transduzidas com os adenovirus pAd Lac Z, pAd TBX3.1 e pAd
TBX3 + 2a. Apds 48 horas as células foram fixadas. Fotos das laminas visualizadas em microscopio
de fluorescéncia com aumento de 600x (as fotos do primeiro quadro foram reduzidas). Marcagdo em
verde (FITC) para a proteina TBX3 e em azul (DAPI) para o nucleo.
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Em seguida, avaliamos a expressdo de RNAm de p14*%F por gPCR nas CM
que superexpressavam as isoformas TBX3. Observamos apenas uma tendéncia de
reducao de sua expressdo nas células transduzidas com o vetor pAd TBX3.1 (Figura

16). A regulagdo de p14"%F

e outros possiveis alvos das isoformas TBX3 poderia
depender de uma maior periodo de superexpressao destas. Segundo o fabricante do
kit dos adenovirus, a expressao do transgene € observada a partir do segundo dia
apés a transducdo e mantém-se elevada por até cinco dias. Portanto, decidimos

analisar a expressdo de p14°RF

nas células passados 3 dias apds a transdugao.
Desse modo foi possivel observar sub-regulacdo estatisticamente significativa,
embora modesta, de p14"*F nas células transduzidas (Figura 17). A expressdo de
p14°RF foi reduzida em 29% e 26% nas células transduzidas com pAd TBX3.1 e pAd

TBX3 + 20, respectivamente.

Figura 16 - Expressdo de p14"%F em hCMI transduzidas apos 48 horas.
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gPCR. Células foram transduzidas com o MOI 60 dos adenovirus pAd Lac Z, pAd TBX3.1 e pAd
TBX3 + 2a. Apds 48 horas as células foram coletadas para extracdo de RNA total. Os dados foram
normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagao ao nivel
de expressao do grupo pAd Lac Z. N=6.



52

4ARF

Figura 17 - Expressao de p1 em hCMI transduzidas apés 72 horas.
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gPCR. As células foram transduzidas com MOI 60 dos adenovirus pAd Lac Z, pAd TBX3.1 e pAd
TBX3 + 200 MOI 60. Apds 72 horas as células foram coletadas para extracdo de RNA total. Os dados
foram normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagéo ao
nivel de expressao do grupo pAd Lac Z. N=6. *p<0,05 versus grupo pAd Lac Z.

Tentamos avaliar a proliferacdo das CM superexpressando as isoformas
TBX3 utilizando o método de analise do ciclo celular por citometria de fluxo.
Entretanto, a presenga do DNA adenoviral nas células transduzidas tanto com os
vetores para superexpressdo das isoformas quanto com o vetor controle produziu
aumento artificial no conteudo de DNA observado no pico correspondente as fases
G2/M, comprometendo, desta forma, a analise do ciclo celular das CM por meio
dessa técnica (Figura 18). Esse fendmeno ja foi descrito para alguns tipos de

vetores virais’?.
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Figura 18 - Ciclo celular de hCMI transduzidas.
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Citometria de Fluxo. Células foram mantidas em condigbes normais de cultura na presenga de SBF
(A) ou foram transduzidas com o MOI 60 do adenovirus pAd Lac Z (B). Apos 96 horas as células
foram coletadas e fixadas. O pico correspondente a fase G2/M nas células transduzidas esta
anormalmente elevado em comparagao as células nao transduzidas.

Para contornar essa dificuldade induzimos a superexpressdo da isoforma
TBX3.1 por meio de transfec¢do com o plasmideo pcDNA TBX3.1. Optamos pelo
método de transfecgcdo mediado por eletroporacdo que, no caso das CM, possui
melhor taxa de eficiéncia quando comparado a transfecgao utilizando complexos
lipossomais. Passadas 96 horas da eletroporacdo observamos um aumento de 160
vezes na expressdo de TBX3.1 (Figura 19). Contudo, esse aumento forgado na
expressao de TBX3 ndo influenciou o perfil proliferativo das CM apds 144 horas da

eletroporagao (Figura 20).



Figura 19 - Expressao da isoforma TBX3.1 em hCMI eletroporadas.
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gPCR. Células foram eletroporadas com os plasmideos pcDNA Zeo ou pcDNA TBX3-HA. Apos 96
horas as células foram coletadas para extracdo de RNA total. Os dados foram normalizados pela
amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagdo ao nivel de expresséo do

grupo pcDNA Zeo. N=3. *p<0,05 versus grupo pcDNA Zeo.

Figura 20 - Ciclo celular de hCMI eletroporadas.

Citometria de Fluxo. Células foram eletroporadas com os plasmideos pcDNA Zeo (A) ou pcDNA

TBX3-HA (B). Apo6s 144 horas as células foram coletadas e fixadas.
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Passamos, entdo, a avaliagdo das fungdes celulares que sdo moduladas por
TGF-B1 como producédo de MEC e apoptose. Primeiramente, avaliamos a expressao
de genes relacionados ao acumulo de MEC, como fibronectina e PAI-1, nas CM
transduzidas. Observamos que TBX3.1 e TBX3 + 2a ndo alteraram a produgéao de
MEC pelas CM. TGF-1 como esperado, induziu aumento significativo na expressao

desses genes (Figura 21).

Figura 21 - Expressdo de PAI-1 e fibronectina em hCMI transduzidas com
adenovirus ou estimuladas com TGF-1.
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gPCR. Células foram transduzidas com o MOI 60 dos adenovirus pAd Lac Z, pAd TBX3.1 e pAd
TBX3 + 2a. Apds 72 horas as células foram coletadas para extragcao de RNA total. As células foram
estimuladas com TGF-1 (2ng/mL) por 24 horas e depois coletadas para extracdo de RNA total. Os
dados foram normalizados pela amplificacdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em
relagéo ao nivel de expresséo do grupo pAd Lac Z. N=3. *p<0,05 versus grupo pAd Lac Z.

Ainda visando definir o papel do gene TBX3, examinamos o impacto da
superexpressao das isoformas TBX3 na apoptose de CM. Para tanto, células foram
transduzidas com os adenovirus e apos 2 dias foram privadas de SBF por 24 horas,
sendo o nivel de apoptose determinado pelo ensaio de ativacdo de caspase 3.
Observamos que a superexpressao das isoformas preveniu o aumento de apoptose
induzido pela auséncia de SBF. TBX3.1, em particular, reduziu o nivel de morte nas
células cultivadas em meio puro em aproximadamente 43%, fazendo com que se

aproximasse ao nivel observado nas células cultivadas na presenca de SBF.
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Ademais, essa isoforma também reduziu o que seria considerado o nivel basal de
morte celular, observado nas células transduzidas com pAd Lac Z e cultivadas em
meio com 10% de SBF. A isoforma TBX3 + 2a., por sua vez, reduziu em apenas 17%
o nivel de morte no grupo que teve o SBF removido e ndo alterou o nivel basal de

apoptose (Figura 22).

Figura 22 - Nivel de apoptose em hCMI transduzidas.
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Ensaio de caspase-3 ativada. Células foram transduzidas com o MOI 60 dos adenovirus pAd Lac Z,
pAd TBX3.1 e pAd TBX3 + 2a. Apds 48 horas o SBF foi removido da metade dos grupos. Apés 24
horas as células foram coletadas para extracdo de proteina total. Os dados foram expressos como
médiatEPM em relagéo a fluorescéncia do grupo pAd Lac Z. N=6. *p<0,05 grupo pAd TBX3.1 versus
respectivo grupo pAd Lac Z. #p<0,05 grupo pAd TBX3 + 2a versus respectivo grupo pAd Lac Z.

Com base nesse resultado de ganho de fungéo, utilizamos outra abordagem
para estudar o papel do gene TBX3 na apoptose. A expressao dos transcritos de
TBX3 foi reduzida por meio de transfeccdo com uma sequéncia de siRNA especifica
para esse gene. Observamos que a expressdo de ambas isoformas foi reduzida em

aproximadamente 40% (Figura 23).
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Figura 23 - Expressao das isoformas TBX3 em hCMI transfectadas com siRNA.
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gPCR. Células foram transfectadas com as sequéncias de siRNA controle ou siRNA TBX3 na
concentracdo de 120 nM. Apds 24 horas as células foram coletadas para extracdo de RNA total. Os
dados foram normalizados pela amplificacdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em
relagao ao nivel de expressao do grupo siRNA controle. N=3. *p<0,05 versus grupo siRNA controle.

Em seguida, avaliamos o perfil de apoptose nas CM apds a perda de fungao
do gene TBX3. Observamos que a reducdo na expressao das isoformas, ainda que
parcial, sensibilizou as células a apoptose induzida pela privacdo de SBF. O nivel de
morte celular foi 40% maior que o observado nas células transfectadas com a
sequéncia controle e mantidas em meio puro. O silenciamento do gene TBX3
também foi capaz de induzir morte celular mesmo na condigao de pré-sobrevivéncia
criada pela presengca de SBF. Houve um aumento de aproximadamente 20% no
nivel de apoptose no grupo transfectado com o siRNA para TBX3 em comparagao

ao grupo controle (Figura 24).
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Figura 24 - Nivel de apoptose em hCMI transfectadas com siRNA.
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Ensaio de caspase-3 ativada. Células foram transfectadas com as sequéncias de siRNA controle ou
siRNA TBX3 na concentragao de 120 nM. Apds 24 horas o SBF foi removido em metade dos grupos.
Passadas 24 horas as células foram coletadas para extracdo de proteina total. Os dados foram
expressos como médiatEPM em relagao a fluorescéncia do grupo siRNA controle. N=6. *p<0,05
grupo siRNA TBX3 SBF 0% ou 10% versus respectivos grupos siRNA controle.

Por fim, examinamos a expressédo de TBX3 in vivo, em um modelo de doenga
renal crdnica, causada pela ablagcao de aproximadamente 5/6 da massa renal total
(Nx5/6). O desenvolvimento da doenca renal nesse modelo é caracterizado por uma
fase inicial de hipertrofia glomerular, na qual € observado aumento progressivo da
expressdo de TGF-B1. A isso segue-se uma fase com alteragdes histologicas
minimas e por fim é observada glomeruloesclerose segmentar e fibrose
tubulointersticial, que progridem comprometendo a fungéo renal.

Aqui uma ressalva em relagcdo ao modelo merece ser feita. Devido as
alteragbes anatdbmicas da distribuicdo dos ramos da artéria renal nem sempre é
possivel reduzir o suplemento sanguineo consistentemente para que 2/3 da massa
renal seja infartada. Em alguns casos, apenas uma pequena por¢do do rim é
comprometida e, dessa maneira, ocorre variabilidade que repercute no grau de
alteracao histologica e no nivel de expressao génica observados em cada animal.

A partir da 2° semana apos a ablagao renal foi possivel detectar aumento na
expressdo de RNAm de TGF-B1 (1,8 vezes), colageno IV (2,2 vezes) e fibronectina
(5,2 vezes) em comparagao ao grupo controle (Figura 25). A expressao de colageno
IV e de fibronectina, genes envolvidos no acumulo de MEC, correlacionou-se

positivamente com a expressao de TGF-B1 (Figura 26).
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Figura 25 - Expressao de TGF-B1, colageno IV e fibronectina no modelo Nx5/6 apds
2 semanas.
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Apds 2 semanas do procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
do animais do grupo sham ou Nx5/6 foram coletadas para extragdo de RNA total. Os dados foram
normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagédo ao nivel
de expressao do grupo sham. Grupo sham N=4 e grupo Nx5/6 N=7. *p<0,05 versus respectivo grupo
sham

Figura 26 - Correlagcdo entre a expressédo de TGF-p1 e colageno IV (A) ou
fibronectina (B) no modelo Nx5/6 apds 2 semanas.
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(A) * = 0,6549; p<0,05. (B) r* = 0,8259; p<0,05.
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N&o observamos alteragdes morfologicas significativas nos glomérulos entre
0s animais controle e os nefrectomizados no periodo de 2 semanas, como visto
pelas técnicas de coloracao de HE (Figura 27) e por Masson (Figura 28).

Figura 27 - Coloracéo de HE.
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Apos 2 semanas do procedimento cirurgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
dos animais do grupo sham ou Nx5/6 foram fixadas em PFA 4%.Cortes histolégicos dos rins de

animais sham ou Nx5/6 foram submetidos a coloragéo por HE. Fotos das laminas visualizadas em
microscopio 6ptico com aumento de 200 e 400 vezes.
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Figura 28 - Coloragao por Masson.
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Apds 2 semanas do procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
dos animais do grupo sham ou Nx5/6 foram fixadas em PFA 4%.Cortes histolégicos dos rins foram
submetidos a coloragao por HE. Fotos das laminas visualizadas em microscopio 6ptico com aumento
de 200 e 400 vezes.

Com relagcdo ao gene TBX3, observamos uma flutuagcdo grande em sua
expressao nos animais nefrectomizados. Considerando a média de sua expressao,
houve uma tendéncia de reducédo nos animais nefrectomizados em comparacgao ao
grupo controle passadas 2 semanas da ablagao renal (Figura 29), sem, no entanto,

apresentar correlagdo com a expressao de TGF-p1 (Figura 30).
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Figura 29 - Expressao de TBX3 no modelo Nx5/6 apds 2 semanas.
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Apds 2 semanas do procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
do animais do grupo sham ou Nx5/6 foram coletadas para extragdo de RNA total. Os dados foram
normalizados pela amplificagcdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagao ao nivel
de expressao do grupo sham. Grupo sham N=3 e grupo Nx5/6 N=7. *p<0,05 versus grupo sham.

Figura 30 - Correlagao entre a expressédo de TBX3 e TGF-1 no modelo Nx 5/6 apds
2 semanas.
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Como foram utilizadas amostras de tecido renal total para os experimentos de
gPCR, analisamos a expressao génica renal global, que muitas vezes néo é
representativa da expressdo génica nas diversas estruturas que compdem a massa
renal. Assim, a detecgdo da expressao de genes pouco expressos e/ou regulados é
comprometida, podendo ser o caso do gene TBX3, cuja expressao estudamos
especificamente em células mesangiais glomerulares.

Assim, decidimos avaliar a expressdo protéica de TBX3 in situ por
imunohistoquimica. Curiosamente, detectamos aumento na expressao de TBX3 nos
glomérulos e especialmente no compartimento tubular de animais nefrectomizados
em comparagao ao grupo controle passadas 2 semanas da ablagao renal (Figura
31). O resultado negativo que obtivemos quanto a expressdo de RNAm pode ser
justificado pelo fato do gene TBX3 ter sido regulado por mecanismo pos-

transcricional em nosso modelo.
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Figura 31 - Expresséao protéica de TBX3 no modelo Nx5/6 apds 2 semanas.
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Imunohistoquimica. Apds 2 semanas do procedimento cirirgico amostras do tecido renal do animais
sham ou Nx5/6 foram coletadas, fixadas e processadas. As laminas foram coradas com DAB e
contra-coradas com hematoxilina de Haris. A coloragédo foi ausente em ensaios com IgG nao imune.
Fotos das laminas visualizadas em microscdépio 6ptico com aumento de 600 ou 200 vezes.

Apds a 4° semana da ablacéo renal, a regulacdo de TGF-B1, colageno e
especialmente de fibronectina foi intensificada (Figura 32), em concordancia com o

agravamento da nefropatia.
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Figura 32 - Expressao de TGF-B1, colageno IV e fibronectina no modelo Nx5/6 apos
4 semanas.
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Apds 4 semanas do procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
dos animais do grupo sham ou Nx5/6 foram coletadas para extragao de RNA total. Os dados foram
normalizados pela amplificagcdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagao ao nivel
de expressao do grupo sham. Grupo sham N=4 e grupo Nx5/6 N=7. *p<0,05 versus respectivo grupo
sham.

A expressao de colageno e fibronectina correlacionou-se positivamente com a
expressdo de TGF-B1 (Figura 33) e a suprarregulacdo desses genes causou
depdsito de MEC como o observado pelas coloragdes de HE e por Masson (Figura
34).

Figura 33 - Correlagdo entre a expressdo de TGF-p1 e colageno IV (A) ou
fibronectina (B) no modelo Nx5/6 apds 4 semanas.
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(A) r* = 0,8635; p<0,05. (B) r* = 0,9113; p<0,05.
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Novamente, nao observamos regulacdo da expressao de RNAmM de TBX3 e
correlagdo com TGF-1 no animais nefrectomizados em comparagao ao grupo sham
(Figuras 35 e 36).

Figura 34 - Expansado da area glomerular e depdsito de colagenos nos animais
nefrectomizados apos a 4° semana.
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Apos 4 semanas do procedimento cirtrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
dos animais do grupo sham ou Nx5/6 foram fixadas em PFA 4%. Cortes histologicos dos rins foram
submetidos a coloragédo de HE ou por Masson. Fotos das laminas visualizadas em microscépio éptico
com aumento de 200 e 400 vezes.
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Figura 35 - Expressao de TBX3 no modelo Nx 5/6 apds 4 semanas.
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Apés 4 semanas do procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados e amostras do tecido renal
do animais do grupo sham ou Nx5/6 foram coletadas para extragdo de RNA total. Os dados foram
normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e expressos como médiatEPM em relagéo ao nivel
de expressao do grupo sham. Grupo sham N=14 e grupo Nx5/6 N=19. *p<0,05 versus grupo sham.

Figura 36 - Correlagao entre a expressao de TBX3 e TGF-1 no modelo Nx 5/6 apds
4 semanas.
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O aumento da expressao protéica de TBX3 nos animais nefrectomizados foi
intensificado, tornando mais evidente a sua regulagdo nesse grupo em comparagao

ao grupo sham (Figura 37). Mais uma vez, sua expressao foi maior nos tubulos, em

comparagao aos glomérulos.

Figura 37 - Expressao protéica de TBX3 no modelo Nx5/6 apds 4 semanas.
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Imunohistoquimica. Apés 4 semanas do procedimento cirirgico amostras do tecido renal do animais
sham ou Nx5/6 foram coletadas, fixadas e processadas. As laminas foram coradas com DAB e
contracoradas com hematoxilina de Harris. A coloracdo foi ausente em ensaios com 1gG n&o imune.
Fotos das laminas visualizadas em microscépio 6ptico com aumento de 200 ou 400 vezes.
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Como detectamos a presenca TBX3 nos tubulos, decidimos avaliar sua
expressdao em uma linhagem humana de células proximais tubulares (HK-2) tratadas
com 2 ng/mL de TGF-B1 por 6 horas, mesma condigdo que resultou na regulagao do
gene TBX3 em CM. Observamos um aumento de apenas 1,5 vezes na expressao da
isoforma TBX3.1 nas células tratadas com TGF-B1 em comparagdo ao grupo

controle, enquanto a expresséao da isoforma TBX3 + 2a ndo foi alterada (Figura 38).

Figura 38 - Expressao das isoformas TBX3 em HK-2 estimuladas com TGF-$1.
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gPCR. Células confluentes foram privadas de soro por 24 horas e entéo estimuladas com TGF-f1 (2
ng/mL) ou veiculo por 6 horas Os dados foram normalizados pela amplificagdo do gene GAPDH e
expressos como meédiatEPM em relagdo ao nivel de expressdo do grupo veiculo. N=3. *p<0,05
versus grupo veiculo.
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Em resposta a estimulos patologicos, sejam de origem imunoldgica,
hemodindmica ou metabdlica, as CM se transdiferenciam em miofibroblastos,
apresentando alteracbes em seu padrao de proliferagdo, apoptose, producido de
MEC e secrecao de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. Assim, as CM,
antes mantenedoras da homeostasia glomerular, tornam-se agentes ativos no
processo fisiopatoldgico das glomerulopatias, sendo as principais responsaveis pelo
acumulo de MEC observando nessas condicdes'®. Esse fendtipo diferenciado é o
resultado da alteragdo no perfil de expressao de genes envolvidos na regulagao de
ciclo, diferenciagdo e morte celular, bem como da produgdao de MEC. Dentre os
mecanismos envolvidos no controle da expressdo génica destaca-se a agao dos
fatores de transcricdo que promovem ou inibem o recrutamento da maquinaria de
transcrigdo para regides promotoras especificas, regulando a taxa de transcrigao de
determinados genes que controlam os processos bioldgicos citados acima’.

Na busca de genes que poderiam estar envolvidos no processo de mudancga
do estado quiescente para o fenétipo "ativado” das CM, identificamos o gene TBX3,
um fator de transcri¢c&o, cujas principais isoformas (TBX3.1 e TBX3 + 2a) encontram-
se expressas constitutivamente nas CM e suprarreguladas pelo tratamento com
SBF. Sabendo que expressdo génica das CM pode ser alterada por diferentes
fatores de crescimento, estimulamo-las separadamente com alguns daqueles que
estdo envolvidos na fisiopatologia das nefropatias, como PDGF-BB e membros da
familia TGF-p.

Apesar do gene TBX3 estar relacionado com a indugdo de proliferagdo em

607475 3 expressdo de suas isoformas nzo foi alterada pelo

diversos tipos celulares
tratamento com PDGF-BB, um importante mitdgeno para as CM e responsavel pela
hiperproliferagao dessas células nos estagios iniciais das nefropatias, principalmente
nas imunomediadas’®. Confirmando esse resultado, a superexpresséo das isoformas
nao alterou o ciclo celular das CM. Além disso, regulou apenas modestamente a
expressdo de p14*"F, alvo mais conhecido de TBX3, cuja repressado esta envolvida
no mecanismo pelo qual esse gene previne senescéncia e induz proliferacao celular.
Nossos dados indicam que TBX3 n&o esta envolvido na regulagdo da mitogénese
das CM in vitro.

Nas nefropatias diabética e hipertensiva, a familia de fatores de crescimento

TGF-p destaca-se pela acdo antagdnica que seus membros desempenham. Nesse
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contexto, emergem as subfamilias TGF-B com atividade fibrogénica e BMP com
papel antifibrético, cujos estimulos modificam a expressdo de genes envolvidos em
diversas funcgdes bioldgicas nas CM.

TGF-B1, o principal agente pro-fibrético no processo da glomeruloesclerose,
induziu a expressdao das isoformas TBX3. Até o momento ndo havia sido
demonstrada a associagao entre essa citocina e a regulagdo de TBX3. Entretanto,
recentemente mostrou-se que o gene TBX2, outro membro da familia T-Box com o
qual TBX3 apresenta alta similaridade, € suprarregulado por TGF-f1 durante o
processo de transigao epitélio-mesenquimal (EMT) de células epiteliais mamarias’’.

BMP-7 e BMP-2 sido antagonistas da acao pro-fibrética de TGF-B1 por
inibirem o acimulo de MEC, prevenindo o desenvolvimento da glomeruloesclerose’.
BMP-4, por sua vez, atua como um agente fibrogénico, induzindo a expressao de a-
actina de musculo liso em CM, caracteristica fortemente associada ao fendtipo
miofibroblastico’®, além de estimular a producdo dos colagenos | e IV¥. A
associagao entre TBX3 e membros da subfamilia BMP ja havia sido observada no
desenvolvimento embrionario, durante o qual as BMP-2, 4 e 7, por meio da via

candnica das Smads, regulam a expressdo desse gene’"®"#

, que, por sua vez, &
capaz de reprimir a expressao das BMPs formando uma alga de sinalizagao. Dentre
as BMPs, apenas BMP-4 regulou a expressdo do gene TBX3 nas CM. Devemos
ressaltar que a expressao de TBX3 foi induzida apenas pelos fatores que
apresentam acao pro-fibrética, sugerindo um possivel papel desse gene no processo
fibrogénico observado no desenvolvimento da glomeruloesclerose. Para explorar
essa hipdtese, avaliamos a expressado de fibronectina e PAI-1 nas CM. Apéds a
superexpressao das isoformas ndo observamos, todavia, regulagdo desses genes.
Ja o tratamento com TGF-B1, na mesma concentragdo na qual aumentou a
expressao do gene TBX3, induziu suprarregulagao de PAI-1 e fibronectina. Esses
dados sugerem que TBX3 ndo esteja envolvido no mecanismo pelo qual TGF-31
induz a expressao de genes de MEC. Entretanto, como nao avaliamos diretamente o
depdsito de MEC, ndo podemos excluir completamente essa possibilidade apenas a
partir dos resultados negativos apresentados.

Para explorar a regulacdo do gene TBX3 por TGF-B1, realizamos
experimentos de concentracdo e tempo-resposa, os quais demonstraram que a

expressdao de RNAm das isoformas foi suprarregulada por concentragdes baixas da
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citocina e a partir de 3 horas de estimulagdo. O programa transcricional ativado por
fatores de crescimento é classicamente dividido em duas etapas: inicialmente ocorre
indugdo imediata de genes cuja expressao é independente de sintese protéica de
novo, mediada por fatores de transcricdo previamente sintetizados. Em seguida,
ocorre a indugdo dos genes de resposta secundaria, cuja expressao é retardada
pelo tempo necessario para que ocorra tradugao dos transcritos produzidos durante
o primeiro estagio®. Nesse contexto, TBX3 compde o grupo de genes de resposta
secundaria, pois ndo possui sequéncias TATA-box em sua regido promotora, além
de codificar transcritos relativamente longos, caracteristicas que retardam sua
dindmica de transcricdo®. No programa transcricional ativado por TGF-p1 é
inicialmente observado aumento na expressao de genes de resposta rapida, cuja
regido promotora possui o elemento de ligagdo a Smad (SBE) como, por exemplo,
CTGF. Em seguida, ocorre a regulagdo génica mediada pelas proteinas codificadas
na primeira etapa, as quais controlam a expresséao de genes envolvidos na
producdo/degradacdo de MEC, controle do ciclo celular e apoptose®®®. Como TBX3
foi regulado precocemente por TGF-B1, pode ser considerado um gene de resposta
rapida-intermediaria. Nesse contexto, TBX3 atuaria como um regulador do programa
transcricional das CM da mesma forma que o faz em diferentes tecidos durante a
embriogénese®*¥'.

Ainda n&o sabemos por qual ou quais vias de sinalizagdo TGF-1 induz a
expressdo das isoformas. Como o gene TBX3 possui o SBE em sua regido
promotora, podemos sugerir que a via candnica € uma potencial candidata. Todavia,
na auséncia de experimentos confirmatorios, ndo podemos excluir a participacéo de
outras vias de sinalizagdo como, a via Wnt/B-catenina com a qual TGF-B1 pode
cooperar para regular a expressao génica88 e que induz a expressao do gene TBX3
em linhagens de cancer de figado®'.

TGF-f1 também induziu aumento da proteina TBX3, que apresentou
localizagdo preferencialmente no compartimento nuclear, e cuja regulacdo se
mostrou maior que a observada para o RNAm, indicando que esse gene também é
regulado por mecanismo poés-transcripcional. Em concordancia com esse resultado,
foi demonstrado, por experimento de pulse-chase, que a proteina TBX3 apresenta
retardo na sua taxa de degradacgao, que, no entanto, € acelerada quando sua regiao

C-terminal é eliminada, o que sugere a presenca de algum elemento que confere
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estabilidade a proteina®®. Foi ainda demonstrado, que a proteina homéloga TBX2 é
fosforilada em alguns residuos de serina pela p38MAKP, com correspondentes
também vistos na proteina TBX3, e tem sua estabilidade aumentada®. Especulamos
que a expressao do gene TBX3 seja regulada por mecanismos analogos e nossos
dados sugerem que a avaliagdo apenas do nivel de RNAmM nao represente
fidedignamente a expressao de TBX3.

De forma interessante, quando superexpressas por transdugcédo adenoviral, as
isoformas apresentaram distribuicdo subcelular distinta: TBX3.1 foi detectada no
nucleo, enquanto TBX3 + 2a estava localizada no citoplasma. Como qualquer outro
transcrito, TBX3 é traduzido no citoplasma e a localizacao intracelular da proteina
recém-sintetizada é definida pela presenga de sequéncias sinalizadoras especificas
que determinam se esta permanecera no citosol ou sera direcionada para a
membrana citoplasmatica, ntcleo ou organelas®*°'. As isoformas TBX3 possuem em
seu dominio de ligacdo ao DNA uma sequéncia correspondente ao sinal de
localizacdo nuclear (NLS), que as direciona para esse compartimento celular.
Entretanto, a presengca dessa sequéncia sinalizadora n&o garante translocagao
nuclear automatica. Em certas circunstancias, o fator de transcricido esta retido no
citoplasma e é direcionado para o nucleo apenas apods sofrer modificagbes pos-
traducionais ou interagir com proteinas acessorias, tornando a sua distribuigao
subcelular dinamica, que se alterna entre o citoplasma e o nlcleo®. Esse processo
faz parte do mecanismo pelo qual a expressdo génica esta atrelada ao estado de
ativacado de vias de sinalizagao intracelular, as quais controlam a translocacdo de
fatores de transcricdo®®. Os poucos trabalhos que avaliaram a distribuicdo subcelular
de TBX3 utilizaram linhagens celulares de diferentes espécies, algumas das quais

expressam apenas um transcrito do gene®*®°

, € demonstraram que a proteina
estava localizada no nucleo. No caso das isoformas humanas, estudos
independentes, que as superexpressaram na linhagem HEK-293, apresentaram
resultados contraditérios. Em um deles, a isoforma TBX3.1 foi detectada
exclusivamente no nucleo, apresentando localizagao citoplasmatica apenas quando
a sequéncia correspondente ao NLS foi excluida®. Ja em outro estudo, ambas as
isoformas apresentaram localizacdo preferencialmente citoplasmatica®, sendo
translocadas apenas apds a superexpressao dos fatores de transcricido Nkx2.5 ou
Sox4, com os quais interagem por meio de seu dominio de ligagdo ao DNA®. Por

fim, outro trabalho utilizando linhagem de células renais caninas (MDCK) identificou
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um sitio de fosforilagdo, alvo da quinase p38MAPK, que induz a translocacédo de
TBX3 para o nucleo®. Esses dados indicam que a localizagdo das isoformas TBX3,
em alguns casos, é controlada por modificagoes pos-traducionais ou interagdo com
outras proteinas. Acreditamos que o padrao diferenciado de distribuicdo subcelular
das isoformas nas CM seja conferido exclusivamente pela presenga dos 20 residuos
de aminoacidos codificados pelo éxon 2a. Como a protéina TBX3 + 2a ja foi
detectada no nucleo de outros tipos celulares, € menos provavel que alteracdes
conformacionais da proteina, causadas pelos residuos adicionais, tenham impedido
o reconhecimento do NLS pela maquinaria de importacdo nuclear. Consideramos
que seja necessaria a ocorréncia de modificagdes pds-traducionais ou interagdo com
proteinas acessorias para que TBX3 + 2a seja translocada para o nucleo. Esse
processo seria controlado por vias de sinalizagao diferentes daquelas envolvidas na
translocacdo de TBX3.1, cujo estado de ativagdo nao € alterado nas nossas
condigbes experimentais. Em vista desses dados, devemos dar atengdo n&o apenas
alteracbes ao nivel de expressado das isoformas, mas também a sua localizagao
subcelular para processo de analise da regulacdo de genes alvos. Com base em
nossos achados quanto a distribuicdo subcelular das isoformas TBX3 poderiamos
assumir que essas proteinas possuam alvos diferentes e, consequentemente,
funcdes distintas nas CM. De fato, como discutido a seguir, nossos resultados
demonstraram que as isoformas previnem apoptose em graus bastante distintos.

Quando avaliamos o papel do gene TBX3 no processo de morte celular das
CM, observamos que esse gene atua como um fator antiapoptotico, visto que a
superexpressao das isoformas, em particular de TBX3.1, reduziu consideravelmente
o nivel de apoptose nas CM privadas de SBF e que o seu silenciamento sensibilizou
as células a um estimulo pré-apoptaético.

A acdo pro-sobrevivéncia do gene TBX3 esta associada a resisténcia de
células cancerigenas a estimulos pré-apoptéticos. A superexpressao da isoforma
TBX3.1 previniu a morte celular induzida pela superexpressao de c-myc:54 ou pelo
tratamento com o quimoterapico doxorubicina®!, estimulos que desencadeiam a
ativagdo de p53. Em outro trabalho, a sub-regulagdo do gene TBX3 aumentou a
apoptose de uma linhagem de carcinoma de bexiga, além reduzir a adesdo e
crescimento celular’®, Nesse estudo ndo foi observada alteragdo na expressdo de
p14"%F sugerindo que, assim como visto em nossos experimentos,, a regulacdo

desse transcrito n&o € necessaria para que o gene TBX3 previna a morte celular.
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Poucos estudos avaliram a fungdo de TBX3 + 2a, com publicagdo de
resultados contraditérios. Em um deles TBX3 + 2o ndo foi capaz de ligar-se a
sequéncia de DNA correspondente ao sitio T-consenso, além de induzir
senescéncia. Os autores sugeriram que esta isoforma atuaria como um dominante
negativo da isoforma TBX3.1, formando heterodimeros com a mesma, impedindo-a
de interagir com o DNA. Em contrapartida, recentemente foi demonstrado que TBX3
+ 2a. é capaz de ligar-se ao sitio T-consenso®®. Um modelo da estrutura do dominio
T-box sugere que a sequéncia de aminoacidos codificada pelo éxon 2a n&o interfira
na interagcdo da proteina com o DNA. Foi ainda demonstrado que TBX3 + 2o possui
0s mesmos alvos e interage com as mesmas proteinas acessorias que TBX3.1%%%
sendo, portanto, funcionalmente similiar a essa isoforma.

Especulamos que a isoforma TBX3.1 atue como fator antiapoptdtico por meio
da regulagao transcricional de genes envolvidos no controle da apoptose, por
mecanismo independente de p14°RF. Com respeito a TBX3 + 20, ainda ndo
sabemos por qual mecanismo previne morte celular nas CM. Estando retida no
citoplasma essa isoforma ndo poderia atuar diretamente como um fator de
transcricdo. Dada a capacidade das isoformas TBX3 em interagirem com outras
proteinas, podemos sugerir que TBX3 + 2a interage com proteinas envolvidas no
processo de morte celular, modulando sua funcdo. Um exemplo desse fenédmeno
consiste na interacado entre os membros da familia Bcl-2, no qual as proteinas BH3-
only ligam-se e bloqueiam a acdo dos fatores pré-sobrevivéncia, induzindo a
ativacdo da via intrinseca da apoptose. E possivel ainda que uma pequena parte das
proteinas TBX3 + 2a atinja o nucleo e atue como fator de transcri¢do. Isso explicaria
a menor taxa de protecao contra apotpose de CM conferida por esta isoforma em
relagdo a TBX3.1 em nossos estudos.

E interessante observar que as isoformas foram reguladas por um fator que
promove tanto morte quanto sobrevivéncia celular. Esse paradoxo € explicado pela
plasticidade da sinalizagdo de TGF-B1, na qual a cooperagdo entre a via candnica
das Smads e outras vias de sinalizacdo intracelular define o resultado final do
estimulo por TGF-1 de maneira célula e contexto-dependente.

TGF-B1 induz apoptose de CM pela ativagdo de Smad7 ou p53, bem como

96,97

pela geracdo de oxido nitrico e, em contrapartida, € capaz de previnir a morte

celular, induzida pela privacdo de soro, por meio da colaboragdo com a via de
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sobrevivéncia PI3K/AKT®°_ A principal diferenga entre os estudos que forneceram
esses resultados contrastantes consite na concentragao de TGF-B1 utilizada para
estimular as CM. Naqueles na qual TGF-B1 induziu apoptose, as CM foram tratadas
com concentragdes baixas ou intermediarias, variando entre 1-5 ng/mL, ao passo
que nos estudos que indicaram o papel antiapoptético, as CM foram estimuladas
com a concentragao de 10 ng/mL. Sabe-se que a fungéo de TGF-B1 na proliferagao,
apoptose e diferenciacdo € dependente de sua concentracdo, podendo ser
observados efeitos opostos no mesmo tipo celular'®'%?, Em nossas maos, TGF-p1
em baixas concentragdes (2 ng/mL) induziu marcadamente apoptose em CM
humanas. Esse processo foi dependente da suprarregulacdo de USF2 e aumento na
expressdo de Bax, proteina pré-apoptética da familia Bcl-2'%. Observamos que as
isoformas TBX3 foram reguladas positivamente por TGF-1 nas mesmas condigdes;
E importante mencionar que ndo avaliamos o efeito de concentracdes maiores sobre
morte celular ou expressédo de TBX3 em CM.

Em nossos estudos in vivo demonstramos aumento da expressao protéica de
TBX3 em um modelo de DRC (Nx 5/6), que se correlacionou temporalmente com a
expressdo de TGF-B1 e foi intensificado com a progressdo da doenga. Devemos
ressaltar que a regulagado de TBX3 foi observada apenas em termos de expressao
proteica, em concordancia com nossos resultados in vitro, sendo detectada nos
glomérulos e especialmente no compartimento tubular. O modelo Nx 5/6 €
caracterizado pelo aumento adaptativo no tamanho e funcdo dos glomérulos
remanescentes, seguido pelo desenvolvimento de proteinuria, glomeroloesclerose e
fibrose tubolointersticial. Isso resulta em substituigdo progressiva do conteudo
celular por tecido fibrético, que culmina no comprometimento da func¢ao renal. TGF-
B1 é o principal fator fibrogénico envolvido no mecanismo fisiopatologico desse
processo. Apesar de TGF-B1 ter sido indentificado como um regulador da apoptose
nas CM in vitro, seu envolvimento nesse processo durante a evolugcdo das
nefropatias ainda nao esta bem definido. A expressao de TGF-f1 no modelo de Nx
5/6 é detectada a partir da 22-42 semana apds a ablacao renal e a apoptose de CM é
observada somente apés um periodo mais prolongado’®*'%. Da mesma forma, em
outro modelo de doencga renal, induzida por niveis plasmaticos elevados da forma
ativa de TGF-B1, a apoptose de CM foi detectada apenas no estagio mais avangado

da glomeruloesclerose®. Alguns estudos sugerem que a ocorréncia de apoptose das
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CM depende do estagio de desenvolvimento da DRC. Inicialmente, a apoptose seria
inibida, favorecendo a transdiferenciagao das CM em miofibroblastos e o inicio do
processo fibrogénico, resultando na expansdo mesangial®®. Ja nos estagios finais da
glomeruloesclerose, a apoptose estaria associada ao depésito de MEC e contribuiria
para a reducdo da celularidade do meséngi033. Acredita-se que mudancgas
quantitativas e, principalmente, qualitativas da MEC interrompam o estimulo proé-
sobrevivéncia para as CM, tornando-as susceptiveis ao estimulos pré-apoptoticos
presentes durante o desenvolvimento glomeruloesclerose. Nesse contexto, TGF-1
iniciaria o processo de glomeruloesclerose por previnir a morte das CM e induzir
acumulo de matriz e, nos estagios mais avangados, estaria envolvido no processo
de morte celular. Com base em nossos resultados, podemos sugerir que 0 gene
TBX3 é um mediador da agao antiapoptética inicial de TGF-1 e, desse modo, sua
expressao estaria associada ao desenvolvimento da glomeruloesclerose por previnir
a morte das CM.

Em vista da expressdo exuberante de TBX3 nas células tubulares, detectado
no modelo in vivo, decidimos avaliar a expressao das isoformas em células tubulares
humanas (HK-2). Nestas células, TGF-B1 induziu um aumento modesto apenas de
TBX3.1. Além de alteragcbes no compartimento glomerular, a progressdo da DRC
também envolve fibrose tubulointersticial, iniciada pela EMT das células tubulares,
que assumem um fendtipo caracterizado por producao excessiva de MEC, perda de
polaridade celular e aumento de sua capacidade migratéria. Esse processo é
desencadeado por TGF-Bf1 e envolve a redugdo na expressao de proteinas
marcadoras de epitélio, como E-caderina e citoqueratina, em favor da expressao de
marcadores mesenquimais, como vimentina e a-SMA, além de proteinas de MEC

(fibronectina e colageno 1)'%°

. Alguns estudos indicaram que TBX3 reprime a
expressdo de E-caderina nas linhagens MDCK e de melanoma humano® e que
TGF-B1 induz a suprarregulacdo de TBX2 durante o processo de EMT das células
epiteliais mamarias’’. Embora fora do objetivo original deste estudo e considerando
nossos dados e a literatura, podemos propor que TBX3 também esteja envolvido no
processo de EMT das células tubulares, desencadeado por TGF-f1 durante a
progressao da DRC. Isso deveria ser esclarecido em estudos adicionais.

Em suma, o presente trabalho identificou um gene cuja expressao € regulada

por TGF-f1, possui agao antiapoptotica em CM in vitro e foi regulado positivamente
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em um modelo de DRC (nefrectomia 5/6). Novos ensaios devem ser executados
para determinar o possivel papel desse gene na indugdo de glomeruloesclerose e

fibrose tubulointersticial por TGF-B1 durante a progressao de doengas renais.



6 CONCLUSAO
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Como conclusdes do presente trabalho temos:

. as isoformas do gene TBX3 sdo expressas constitutivamente em células

mesangiais e tubulares in vitro;

. as isoformas TBX3 sdo reguladas positivamente por TGF-p1,

preferencialmente por mecanismo pos-transcricional;

. as isoformas TBX3 possuem perfil de distribuicdo subcelular diferente;

4ARF

. a expressao de p1 € regulada apenas modestamente pela

superexpressao das isoformas nas CM,;

. as isoformas TBX3 nao estdo envolvidas no processo de proliferacido e
producao de MEC em CM;

. 0 gene TBX3 apresenta agao antiapoptética nas CM;

. a expressao de TGF-B1, colageno IV e fibronectina é aumentada no modelo

de Nefrectomia 5/6;

. nesse modelo, a expressao de TBX3 é regulada, apenas por mecanismo pos-

transcricional, nos glomérulos e, predominantemente, na regido tubular.
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