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RESUMO

WENSING, L. A. Regulacdo do gene TBX3 por TGF- B1 em células mesangiais.
2012. 91 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

As células mesangiais (CM) produzem a matriz extracelular (MEC), que fornece
suporte estrutural aos capilares glomerulares, e participam da regulacdo do ritmo de
filtracdo glomerular. Durante a progressdo das nefropatias, as CM assumem um
fendtipo miofibroblastico, caracterizado por alteracées na proliferacédo, producéao de
MEC e apoptose, que refletem mudancgas no seu padrao 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 fendétipo 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 regiao
promotora de genes-alvo. Esse gene possui duas isoformas, TBX3.1 e TBX3 + 2q,
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 superexpressdo das isoformas ndo alterou a
proliferagdo das CM e, tampouco, a producdo de MEC. Entretanto, diminuiu a
apoptose induzida pela privacdo 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 pro-apoptotico causado pela remocdo do SBF, aléem de aumentar,
ainda que modestamente, a apoptose das CM, mesmo na condicdo pro-
sobrevivéncia induzida pela presenca de SBF. Por fim, observamos aumento da
expressdo protéica de TBX3 nos glomérulos e regido tubular em um modelo de
nefropatia (nefrectomia 5/6), guardando correlacdo 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 progresséao das nefropatias.

Palavras-chave: Células mesangiais. TBX3. TGF-B1. Apoptose.
Glomeruloesclerose. Expresséo génica.



ABSTRACT

WENSING, L. A. Regulation of TBX3 gene by TGF- 1 in mesangial cells. 2012.
91 p. Ph. D. thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o 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 + 2aq,
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-1, 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.



1 INTRODUCAO



As células mesangiais (CM) sdo células mononucleares de aspecto estrelado
gue ocupam a regido central dos Iébulos glomerulares, representando um terco da

populacéo celular do glomérulo decapsulado® (Figura 1).

Figura 1 - Figura representativa da estrutura de um glomérulo, indicando os tipos
celulares que o compdem.
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Fonte: Modificado de Cummings (2007)2.

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 formacao das alcas capilares (Figura 2).

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

Fonte: Modificado de Vaughan (2008)°.



A importancia 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 migracdo das Ultimas para o
glomérulo. Nesse modelo foi observada apenas uma alca 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.

Vaughan, MR. JASH19: 24-33, 2008

Fonte: Modificado de Vaughan (2008)°.

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

Em condicdes normais as CM secretam matriz extracelular (MEC) constituida

principalmente por colagenos do tipo IV e V, laminina, fibronectina e quantidades



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
extensdo da propria célula. Assim, CM e MEC formam uma unidade funcional
conhecida como mesangio®, cujas funcdes incluem fornecer suporte estrutural para
os capilares glomerulares.

A MEC né&o atua apenas como uma estrutura de sustentagao, visto que seus
componentes podem afetar o comportamento das CM em relacdo 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 interagédo 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, é constituida uma alga de sinalizagéo entre as CM e MEC,
fazendo com que alteragBes 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) ndo é continua, podendo ser observada
a presenca de interdigitacdes entre suas membranas celulares’®. Também s&o
capazes de conectar-se a MBG por meio de interagcdes com a MEC e, juntamente
com a primeira, exercer tensdo sobre a parede dos capilares glomerulares'**?,
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 filtracdo dos capilares e contribuam para o ajuste fino do ritmo de
filtracdo glomerular por néfron®.

Além das fun¢bBes descritas acima, as CM também atuam como fagocitos
semiprofissionais, apresentando apenas 10% da eficiéncia de um macrofago. Sao,
contudo, as principais responsaveis pela remocao de células apoptoéticas residentes
ou infiltrantes, que de outra forma poderiam se desintegrar em um processo de
necrose secundaria e desencadear inflamacdo**3. As CM também secretam fatores

de crescimento, substancias vasoativas e mediadores inflamatérios que, de maneira



autdcrina e pardacrina, regulam o seu proprio fendétipo e o das outras células
glomerulares®. Esse fenébmeno é observado mais claramente em doencas
glomerulares, nas quais as CM ativadas induzem alteracbes fenotipicas em

1415 & células endoteliais™®.

podocitos

Pelo descrito, compreende-se facilmente que qualquer alteragdo no fenotipo
de CM compromete a homeostasia funcional dos glomérulos e, potencialmente,
repercute na funcdo renal. As CM sédo alvos primarios em nefropatias
imunomediadas, decorrentes do diabetes mellitus ou da hipertensdo arterial
sistémica, além de serem afetadas secundariamente em doencas que envolvem
inicialmente poddcitos, células endoteliais ou a MBG®. Em resposta a estimulos
danosos de ordem imunoldgica, metabdlica ou hemodinamica, as CM adquirem um
fenétipo miofibroblastico™®, caracterizado por aumento da expresséo de a-actina de
musculo liso (a-SMA), bem como por alteragbes em seu perfil de proliferacéo,
migracao, apoptose e producdo de MEC''.

A proliferacdo de CM €& observada preferencialmente nas nefropatias
imunomediadas®®, nas quais o depésito 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 proliferacdo das CM e a producdo de MEC constituem um mecanismo
regenerativo que, quando desregulado, causa hipercelularidade e depésito de MEC,
iniciando um processo fibrotico que leva ao desenvolvimento da doenca renal
cronica (DRC).

Na nefropatia diabética € observada proliferacao limitada das CM no estagio
inicial, induzida por PDGF-B, que logo € inibida pelo aumento dos niveis renais de
TGF-B1%, que induz a hipertrofia das CM e favorece o acimulo de MEC®. Na
progressdo da nefropatia hipertensiva também € observada hipertrofia celular e

producdo de MEC#?#

, hesse caso induzidas por Ang Il tanto por mecanismo
hemodinamico quanto pela ativacdo de seus receptores AT1 presentes nas CM,
envolvendo indiretamente aumento da acdo de TGF-B1%.

Independentemente do estimulo patogénico, bem como da resposta inicial
das CM ao mesmo, o desequilibrio entre a producdo e degradacdo da MEC, assim
como modificacdes em sua composicao, constituem a alteragdo morfoldégica comum

na progressao das nefropatias mencionadas®.



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¢cdes normais e detectados
apenas no estégio final da glomeruloesclerose, estando associados a formacéo dos
nédulos de Kimmelstiel-Wilson®!. Além do aumento da producdo de MEC, também é
observada reducéo 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 alteracdes no processamento da MEC causam seu
acumulo progressivo e TGF-1 é a principal molécula efetora desse processo por
ativar as CM.

A expressdo de TGF-1 esta associada ao desenvolvimento da DRC, como
demonstrado em estudos nos quais o aumento da expressado de TGF-1 em animais
transgénicos®® ou induzida por transfeccdo in vivo®® causa glomeruloesclerose e
fibrose tubulointersticial. Por outro lado, a reducdo da expressdo de TGF-1 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 proé-
peptideo em adicdo a sequéncia biologicamente ativa, que € clivado
intracelularmente, mas que permanece covalentemente ligado ao TGF-£1,
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-31 interage com o receptor do tipo Il que recruta
e ativa o receptor do tipo I, que por sua vez fosforila as R-Smad 2/3. Estas
dissociam-se de um complexo ligado a membrana citoplasmética, interagem com a
Co-Smad 4 e sdo translocadas para o nucleo, onde formam complexos com
coativadores ou correpressores de transcricdo, regulando a expressdo de genes
cuja regido promotora possui elementos de ligacdo & Smads (SBE)*’. Essa cascata

de ativacdo protéica e translocacdo nuclear compreende a via candnica de
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sinalizacdo por TGF-f1; todavia, ndo é o unico mecanismo pelo qual essa citocina
controla a expressdo génica. Também pode ocorrer cooperacdo entre a via das
Smads e outras vias de sinalizag&o intracelular, como das quinases ERK1/2, JNK,
p38 MAPK e PI3K** que propagam e diversificam o estimulo por TGF-B1,
conferindo a essa citocina sua multifuncionalidade.

Alguns estudos sugerem que o depédsito de MEC observado nos estagios
mais avancados das nefropatias poderia induzir a apoptose das CM, e desse modo
contribuir para a reducdo do contetido 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 privagéo de soro bovino fetal
(SBF)*,

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

Alguns estudos indicam que além de depdésito de matriz, TGF-1 também
contribui para o desenvolvimento da glomeruloesclerose por estimular a morte de

células glomerulares nos estagios mais avancados da doenca®®*.

Entretanto,
existem poucas evidéncias que correlacionem a morte de CM com a acdo pro-
apoptética de TGF-B1 em modelos de nefropatia®.

Apoptose é um processo extremamente organizado, pelo qual as células sédo
eliminadas sem que seja iniciada uma resposta inflamatéria. Esta modalidade de
morte é 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 desregulacao
esta associada ao desenvolvimento de cancer e autoimunidade, leséo tecidual em
doencas agudas (lesdo cerebral e infarto do miocardio) e crbnicas (diabetes e
neurodegeneracéo)*.

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, privacdo de fatores de crescimento e baixa
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guantidade 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 ativacdo 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 porcdo citoplasmatica do receptor.
Esse complexo, por sua vez, recruta e agrega diversas moléculas de caspase 8,

7%, A via intrinseca é

que, em seguida, processa e ativa as caspases efetoras 3 e
iniciada quando o balanco 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 liberacéo do citocromo c¢. Uma vez no citoplasma, o citocromo c¢ forma
um complexo com APAF1 e caspase 9, 0 apoptossomo, que ativa as caspases 3 e
7%, responsaveis por clivar diversos substratos e induzir as alteracdes bioquimicas e
morfolégicas que culminam na desintegrac&o celular em corpos apoptéticos®.

O estimulo com SBF € considerado um modelo in vitro para estudar
alteracdes funcionais das CM que estdo associadas ao desenvolvimento da
glomeruloesclerose. Quando em cultura, na presenca de SBF, as CM apresentam
comportamento semelhante ao fendtipo miofibroblastico, como a expressédo de a-
SMA, proliferacdo, producéo de colagenos intersticiais e resisténcia & apoptose®*°,
Em nosso laboratério empregamos a técnica de microarrays de DNA para explorar
mudancas na expressdo génica das CM quando mantidas em meio puro em
comparacao as células cultivadas na presenca de SBF. Nessas condi¢des, criamos
um cenario de quiescéncia versus proliferacdo, bem como de apoptose versus
sobrevivéncia, que representam a dindmica das mudancas que ocorrem no fenétipo
das CM durante o desenvolvimento da glomeruloesclerose. Dentre 0s genes cuja
expressdo foi regulada nesse cenario, detectamos TBX3 que teve 0 RNA
mensageiro (RNAm) aumentado em aproximadamente duas vezes pela presenca de
SBF.

TBX3 € 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 analise filogenética classifica-o como

membro da subfamilia do gene TBX2, com o qual compartilha 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
mutacdo dos genes T-box esta associada a doencas congénitas envolvendo defeitos
do desenvolvimento de tecidos e 6rgdos. A haploinsuficiéncia de TBX3 causa a
sindrome ulnar-mamaria (UMS), caracterizada por malformacées 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 ligagdo ao DNA, T-box.
Ele confere a essas proteinas a capacidade de ligarem-se como mondémeros 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 renovacado das células
embrionérias, facilitar a colonizag&o dos tecidos germinais pelas células tronco, bem
como regular a diferenciacdo celular®, participando, dessa maneira, do
desenvolvimento dos membros superiores, coracdo, glandulas mamarias e figado®"
3 Foi demonstrado que a suprarregulacdo de TBX3 promove a oncogénese por
facilitar a imortalizagdo 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 pulméao 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 proliferacédo
e invasdo 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 insercao 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 ativacdo de transcricdo que foi capaz de
induzir expressao génica apenas quando isolado do RD1. Sua relevancia para a
funcéo de TBX3 ndo foi esclarecida®. Além dos dominios associados & 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-p-
catenina®. O principal alvo da acdo de TBX3 consiste no transcrito gerado pelo
alternate reading frame (ARF) do l6cus CDKN2A, o supressor de tumor p14*FF. Sua
regido 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 pl4”RF

indiretamente por recrutar histona-
deacetilases (HDACs) para sua regido promotora. A deacetilacdo das histonas
reforca a ligacdo de alta afinidade entre estas e a estrutura do DNA, impedindo o
acesso da maquinaria de transcricdo génica®.

A proteina p14”%F induz senescéncia por meio da ativacdo 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 & degradacéo induzida
por Mdm2, favorecendo a reducdo dos seus niveis nucleares. Dessa maneira,
previne a senescéncia e apoptose induzidos por p53, além de facilitar a
transformacéo celular*®®. TBX3 também pode inibir 0 processo de senescéncia
celular por um mecanismo independente do blogueio da via p14“*F-Mdm2-p53, que
envolve a repressdo da expresséo de p21°P, um inibidor das quinases dependentes
de ciclinas (CDKs)®°.

TBX3 promove a formacdo do sistema de conducdo elétrica central do
coracao pela repressdo da expressao dos genes Cx40, Cx43 e Nppa, por meio de
um mecanismo que envolve a interacdo com outros fatores de transcricdo, como
Sox4%®® e Msx2%’. Ademais, estimula proliferacdo e inibe a diferenciacdo de
osteoblastos por induzir a sub-regulacdo 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 expressdo da proteina de adesdo E-

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

Os estudos mencionados apresentam evidéncias de que TBX3 pode regular
proliferacao e diferenciacao celular, bem como, apoptose em diferentes contextos
fisiologicos ou envolvidos na génese e manutencdo de doencas. J4& esta bem
definido que as CM sao responsaveis por iniciar o processo fibrotico na
glomeruloesclerose e que a alteracdo do seu fendétipo nessa condicdo € o resultado
da perturbacdo do seu programa de expressdo génica’*. Apesar do extenso estudo
acerca da mudanca do estado quiescente das CM para o fendtipo miofibroblastico,
ainda restam lacunas no conhecimento a respeito de todos os aspectos desse
fenbmeno. Sabemos que TGF-1 é uma das principais moléculas que iniciam esse
processo e que o mesmo modula a atividade de diversas vias de sinalizacdo nas
CM. Também sabemos que o resultado final da estimulagédo por TGF-B1 consiste no
aumento da producdo de MEC, hipertrofia e apoptose das CM. Entretanto ainda néo
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 expressdo desse gene ja foi demonstrada no tecido renal; entretanto, sua
funcdo em condi¢cdes normais ou em doencas nao foi avaliada. Acreditamos que o
gene TBX3 possa estar envolvido no mecanismo pelo qual o perfil de expressao

génica da CM é alterado nas nefropatias.



2 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;

ARF
4

. a expressiao de pl € regulada apenas modestamente pela

superexpressao das isoformas nas CM,;

. as isoformas TBX3 nédo estdo envolvidas no processo de proliferacdo e
producdo de MEC em CM,;

. 0 gene TBX3 apresenta acao antiapoptotica nas CM;

. a expressao de TGF-[31, colageno IV e fibronectina é aumentada no modelo

de Nefrectomia 5/6;

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

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