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Silva CSR. Apoptose Precoce, Proliferacdo Celular Sincronica Tardia e Perfil de
Expressao de Proteinas Relacionadas ao Complexo Esclerose Tuberosa e as Doencgas
Renais Policisticas Durante Tubulogénese In Vitro. [Dissertacdo] Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013

Resumo

O complexo esclerose tuberosa (CET) e as doencas renais policisticas
autossomica dominante (DRPAD) e autossomica recessiva (DRPAR) sdo doencas
monogeénicas associadas a cistogénese renal. Os produtos dos genes mutados nessas
enfermidades, respectivamente tuberina e hamartina para CET, policistina-1 (PC1) e
policistina-2 para DRPAD, e poliductina/fibrocistina para DRPAR, modulam
proliferacdo, diferenciacéo, apoptose, crescimento e/ou migracao celular. Neste estudo
empregamos um sistema tridimensional de cultura de células IMCD para caracterizar
os perfis de expressdo dessas proteinas durante a tubulogénese. Usando uma matriz de
colageno tipo I/Matrigel e fator de crescimento de hepatocito (HGF), a formacéo de
estruturas alongadas se iniciou dois dias ap6s o plaqueamento in vitro (2 DIV), ao
passo que o desenvolvimento de Iimen ocorreu entre 10-14 DIV. A marca¢do para
caspase-3 ativa foi mais intensa nas fases iniciais da tubulogénese, enquanto a
marcacdo para Ki-67 foi uniformemente pronunciada em estdgios mais tardios. A
tuberina e a hamartina apresentaram expressdo citoplasméatica e co-localizagéo
acentuada em 6 e 12 DIV. A PC1 apresentou maior expressao nas porc¢oes ramificadas
dos tubulos que nas nao ramificadas no 12 DIV, um padrdo ndo verificado para a PC2.
Estas proteinas exibiram expressao citoplasmatica, assim como expressdo ocasional e
pontual na membrana plasmatica. PD1 também apresentou expressdo citoplasmatica.
Nossos dados sugerem que a apoptose e a ciclagem celular sincronica durante a
tubulogénese in vitro sdo mais acentuadas, respectivamente, em fases mais precoces e
mais tardias da formacdo tubular. Nossos achados demonstram, além disso, que as

proteinas relacionadas ao CET e as DRPs sdo expressas in vitro durante a



tubulogénese, apoiando um papel importante para a interacdo tuberina-hamartina na
formag&o tubular, e sdo consistentes com o padrdo de expressdo diferencial da PC1

observado durante a nefrogénese.

Descritores: 1.Esclerose tuberosa 2.Doencas renais policisticas 3.Tubulos renais
4.Biologia do desenvolvimento 5.Células cultivadas 6.Células epiteliais 7.Proliferacdo

celular 8.Apoptose
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SUMMARY

Tuberous sclerosis complex (TSC) and autosomal dominant and recessive polycystic
kidney diseases (ADPKD and ARPKD) are monogenic diseases associated with renal
cystogenesis. The products of the genes mutated in these disorders, respectively
tuberin and hamartin for TSC, and polycystin-1 (PC1), polycystin-2 (PC2) and
polyductin/fibrocystin (PD1) for PKD, modulate cell proliferation, differentiation,
apoptosis, growth and/or migration. We have employed an IMCD tridimensional cell
culture system to characterize their expression profiles along tubulogenesis. Using a
type | collagen/Matrigel matrix and hepatocyte growth factor (HGF), the formation of
elongated structures initiated 2 days after in vitro plating (2 DIV) while lumen
developed between 10-14 DIV. Active caspase-3 labeling was more intense in initial
phases of tubulogenesis while Ki-67 staining was uniformly pronounced in later
stages. Tuberin and hamartin showed cytoplasmic expression and marked co-
localization at 6 and 12 DIV. PC1 displayed higher expression in branching than non-
branching portions of the tubules at 12 DIV, a pattern not verified for PC2. These
proteins presented cytoplasmic and occasional, punctate membrane expression. PD1
also showed cytoplasmic expression. Our data suggest that apoptosis and synchronous
cell cycling during in vitro tubulogenesis are more remarkable, respectively, in early
and later steps of tubule formation. In addition, our findings demonstrate that the TSC
and PKD proteins are expressed in vitro during tubulogenesis, supporting an important
role for tuberin-hamartin interaction in tubular formation, and are consistent with the

differential PC1 expression pattern observed during nephrogenesis.

Descritores: 1.Tuberous Sclerosis 2.Polycystic kidney diseases 3.Kidney Tubules
4.Developmental Biology 5.Cells cultured 6.Epithelial Cells 7.Cell Proliferation
8.Apoptose



1. INTRODUGCAO

1.1. O Complexo da Esclerose Tuberosa (TSC)

O complexo da esclerose tuberosa (TSC, do inglés, Tuberous Sclerosis
Complex) é um transtorno multissistémico, com expresséao variavel, caracterizado por
lesdes com células displésicas, denominadas hamartias (apresentando maior
potencial de proliferacdo que o tecido adjacente) e hamartomas (tumores benignos
com crescimento lento). Nesta enfermidade, hamartias e hamartomas acometem
comumente o cérebro, rins, pulmdes, retina, coracdo e pele, embora outros 6rgaos
possam também ser envolvidos (Shepherd e Gomez, 1991; Roach et al., 1998;
Hyman et al., 2000; Curatolo et al., 2001).

O TSC é uma doenca genética de heranca autossdbmica dominante, causada
por mutacfes nos genes supressores de tumor TSC1 ou TSC2, os quais codificam
para as proteinas hamartina e tuberina, respectivamente (European
Consortium.,1993; Van Slegtenhorst et al., 1997). O TSC pode ocorrer tanto como
casos esporadicos (70% dos casos), em que ocorrem mutacdes germinativas novas,
quanto como casos familiais (30%), em que as mutagdes sdo herdadas. A mutacdo no
gene TSC2 é cinco vezes mais comum que em TSC1 nos casos esporadicos, diferenca
ndo observada em casos familiais (Kwiatkowski et al., 2005). Estima-se que uma a
cada seis mil pessoas seja portadora de mutacdo em TSC1 ou TSC2 (Kwiatkowski et
al., 2005). Dessa forma, embora raro, estima-se que o TSC afete aproximadamente

um milhdo de pessoas no mundo, das quais ao menos 30.000 brasileiros.



1.2. Manifestagdes Clinicas

As lesdes do TSC associadas as mais altas morbidade e mortalidade incluem:

a) tuberosidades corticais (hamartias focais no cértex cerebral, caracterizadas
pela presenca de neurdnios anormais alargados, gliose e células gigantes pouco
diferenciadas com fenotipo neuronal/glial), presentes em cerca de 90% dos pacientes.
Podem se manifestar clinicamente desde o nascimento, por meio de crises
convulsivas refratarias ao tratamento medicamentoso em 40% dos casos, e se
associar a deficiéncia intelectual moderada a grave, autismo e outros disturbios do
comportamento (Crino et al.,2006; Hyman et al 2000; Marcotte et al 2006; Chu-
Shore et al., 2010);

b) angiomiolipomas renais no adulto (hamartomas com caréater infiltrativo de
composicao histologica mista e variavel, apresentando tecido adiposo, masculo liso
hiperplasico e hipertrofico e exuberante vascularizacdo) ocorrendo em até 80%
pacientes com TSC (Shepherd e Gomez, 1991; Walsh e Sanqueza, 2009);

c) linfangioleiomiomatose (LAM) pulmonar, lesdo rara (6% dos pacientes),
bilateral, difusa e grave, podendo evoluir para insuficiéncia respiratéria aguda.
Acomete, na vasta maioria dos casos, pacientes do sexo feminino, mais comumente
de forma isolada, embora possa se apresentar associada a angiomiolipomas e com
caracterizagdo similar a estes, mas com predominio de vasos linfaticos (Moss et al.,
2001);

d) doenca renal policistica em 5% dos casos (Shepherd e Gomez, 1991; Hyman

et al.,2000; Henske et al., 2003; Huang et al., 2008).



Dada a alta frequéncia do comprometimento cerebral, as complicacdes
neuroldgicas sdo as mais prevalentes. Segue-se, entdo, 0 acometimento renal, onde o
desenvolvimento de angiomiolipomas e doenca renal policistica podem determinar
evolucdo para insuficiéncia renal cronica (Cook et al., 1996; O’Callaghan et al.,
2004; Rosser et al., 2006). Hamartomas e hamartias de outra natureza, por sua vez,
também sdo observados em pacientes com TSC, conforme listado na Tabela 1. Tais
lesbes podem ser traduzidas ao exame fisico como lesdes cutaneas, incluindo
maéculas hipocrdémicas, fibromas ungueais e angiofibromas faciais.

O diagndstico do TSC é essencialmente clinico, baseando-se em achados de
exame fisico e exames de imagens. Visto que as lesGes descritas na Tabela 1 podem
ocorrer de maneira isolada, procedeu-se a classificacdo de tais manifestacdes em

critérios principais e secundarios, de modo a elaborar critérios diagnosticos.



TABELA 1: Critérios principais e secundarios para o diagnéstico do TSC

Critérios principais:
Angiofibromas faciais ou espessamento da pele na regido frontal
Fibromas ungueais ou periungueais, ndo traumaticos
Maculas hipomelanéticas (trés ou mais)
Espessamento da pele na regido lombar
Hamartomas nodulares multiplos na retina
Tuberosidades corticais**
No6dulos subependimais
Astrocitoma gigante subependimal
Rabdomioma cardiaco, isolado ou maltiplos
Linfangioleiomiomatose (LAM) pulmonar*
Angiomiolipoma renal*
Critérios secundarios:
Microcrateras escuras aleatoriamente distribuidas no esmalte dentario
Pélipos retais hamartomatosos
Cistos 0sse0s
Linhas de migracdo radial na substancia branca cerebral**
Fibromas gengivais
Hamartoma néo renal
Acromia retiniana
LesGes em confete hipercromaticas na pele

Cistos renais multiplos

* Quando o paciente apresenta LAM e angiomiolipomas renais, outros critérios do TSC devem estar
presentes antes de se fazer o diagnostico de TSC.

** Tuberosidades corticais, em presenca de linhas de migragdo radial: considera-se somente o critério
primario.



O diagnostico clinico, por seu turno, é considerado definitivo, provavel ou
possivel, de acordo com os seguintes critérios:
a) Diagnostico definitivo de TSC: dois critérios principais ou um critério
principal e dois secundarios.
b) Diagnostico provavel de TSC: um critério principal e um secundario.
c) Diagnostico possivel de TSC: um critério principal ou dois ou mais critérios

secundarios.

1.3. Genética da Esclerose Tuberosa

Uma vez que o TSC pode ocorrer por mutacdo em um de dois genes, TSC1 ou
TSC2 (European Consortium,1993; van Slegtenhorst et al., 1997), testou-se a
hipdtese de que os produtos da expressao desses genes, respectivamente as proteinas
hamartina e tuberina, interagissem fisicamente, formando um complexo molecular
que regulasse funcGes como proliferacdo, diferenciacdo, crescimento e migracédo
celular. Disfuncdes nessas atividades bioldgicas levariam ao surgimento dos tumores
benignos observados nos pacientes com TSC. A haploinsuficéncia de TSC1 ou TSC2,
contudo, ndo é suficiente para o desenvolvimento desses tumores. Como genes
supressores de tumor, as lesdes surgem em virtude de uma segunda mutacdo, desta
vez somatica, seguindo o modelo knudsoniano (Knudson, 1971). Em sintonia com
esse mecanismo, dois resultados importantes foram demonstrados: (i) interagcdo entre
hamartina e tuberina (Plank et al.,1998; van Slegtenhorst et al., 1998); e (ii) perda de
heterozigose nos loci TSC1 ou TSC2, em diferentes tecidos tumorais de pacientes

com TSC (Green et al.,1994; Henske et al., 1996).



1.4. Lesdes Cisticas Renais no TSC

A doenca cistica renal ocorre em aproximadamente 30% dos pacientes com
esclerose tuberosa (Dabora et al.,2001., Rakowski et al.,2006), manifestando-se
frequentemente como cistos ocasionais ou numerosos derivados de diferentes partes
do néfron, na regido cortical ou medular. Tal envolvimento ndo poupa o glomérulo e
pode conferir ao rim acometido uma aparéncia esponjosa (Casper et al., 2002;
Bissler et al.,2010). Deve-se destacar que nos critérios diagnosticos mencionados
(Tabela 1), apenas a presenca de cistos renais multiplos constitui-se em critério
secundario (Laucks et al.,1981). Enquanto o desenvolvimento de angiomiolipomas
ocorre principalmente em adultos com esta enfermidade, o surgimento de cistos
renais ndo se acompanha de um pico etario claro de prevaléncia (Steiner MJ et
al.,1993; Kernelly et al., 1994; Ewalt et al.,1998).

Os cistos renais sdo geralmente assintomaticos e identificados junto ao
quadro global do TSC, em casos ja envolvendo outros 6rgdos ou mesmo 0s rins por
angiomiolipomas. Podem, entretanto, também constituir a primeira manifestacdo do
TSC em pacientes que desenvolverdo posteriormente outros sinais da doenga (Webb
et al., 1993). A evolugédo dos cistos renais do TSC é varidvel, podendo ciclar entre
regressdo e progressao numeérica e de tamanho. Se sintomaticos, as manifestagdes
clinicas decorrem de efeito de massa, com compressdo e obstrucdo de estruturas do
tecido, causando perda funcional e hipertenséo arterial. A manifestacdo precoce (no
primeiro ano de vida) e grave da doenca cistica renal sugere sua associagdo com
doenca renal policistica autossdmica dominante (O"Callaghan et al., 1975; Stapleton

et al., 1980).



Embora os cistos renais tendam a serem maiores no TSC, sdo raramente
distintos dos que ocorrem na doenca renal policistica autossdmica dominante
(DRPAD) a analise por ultrassonografia, tomografia computadorizada ou ressonancia
nuclear magnética. A co-ocorréncia de cistos renais e angiomiolipomas (10% dos
casos de TSC), contudo, fortalece o diagndstico de TSC (diagnostico provavel de
TSC). Os cistos tendem a apresentar epitélio simples no TSC, com células
eosinofilas, granulares e com nudcleo grande, com aparéncia de epitélio tubular
proximal, embora estudos de microdissec¢do tenham demonstrado que possam se
originar de diferentes partes do néfron (Bernstein et al., 1986; Bjérnsson et al., 1996;
Senger, 2000).

Um terceiro tipo de lesdo renal observado em pacientes com TSC € o
carcinoma de células renais, embora a associacdo deste com esta enfermidade esteja
atualmente sendo questionada (Tello et al.,1998). Uma caracteristica incomum dos
carcinomas renais em pacientes TSC é a sua heterogeneidade histoldgica, incluindo
carcinomas de células claras, carcinomas papilares e oncocitomas também relatados
em pacientes TSC. Essa heterogeneidade contrasta fortemente com outros
transtornos genéticos, como a doenca de von Hippel-Lindau (VHL), cujo gene esta
deletado mais frequentemente em carcinomas de células claras (Bjornsson et
al.,1996., Al-Saleem et al.,1998.,Henske et al.,2005). N&o se sabe, ademais, se a
evolucdo do carcinoma de células renais associado ao TSC difere da evolucéo do

carcinoma de células renais da populacdo em geral (Henske et al.,2005).



1.5. As proteinas hamartina e tuberina nos rins

As proteinas hamartina e tuberina apresentam uma expressdo muito
abrangente em tecidos e estagios de desenvolvimento de mamiferos. Embora
hamartina e tuberina sejam co-expressas em muitos tipos celulares, outros
apresentam a expressdo de apenas uma delas (Murthy et al., 2000, 2001). Em ratos,
no periodo embrionario, a expressao dessas proteinas é ubiqua nos dias analisados
E13, E16 e E19. Apds o nascimento, a expressdo da hamartina e da tuberina se reduz
até o animal atingir a idade adulta, fase em que se observa basicamente a expressao
das duas proteinas no cérebro (Murthy et al., 2001). Isto é condizente com a idéia de
0 TSC ser um transtorno do desenvolvimento, com manifestacdes ao longo do
periodo pds-natal, em sintonia com a queda progressiva da velocidade de
desenvolvimento organico.

Por outro lado, em andlises de imunofluorescéncia, a expressdo de hamartina
e tuberina foi observada no rim de ratos adultos, especificamente nos tabulos distais,
no segmento conector e ductos coletores. A expressdo da hamartina também foi
encontrada na por¢do ascendente das algas de Henle e nas células justaglomerulares.
No nivel subcelular, a hamartina é encontrada no dominio apical da membrana
plasmatica, enquanto a tuberina se distribui difusamente no citoplasma e também no
dominio apical da membrana plasmatica, onde houve co-localizacdo com a hamartina
(Murthy et al., 2000). A localizacdo dessas proteinas no rim é fundamental a
compreensdo da patogénese do TSC, uma vez que 0 mesmo se constitui no segundo

6rgdo mais frequentemente afetado nessa moléstia (Shepherd e Gomez, 1991).



1.6. A Doenca renal policistica autossdmica dominante (DRPAD)

1.6.1. Epidemiologia e Manifestacdes Clinicas

A doenca renal policistica autossémica dominante (DRPAD) € uma das
doencas humanas hereditarias mais comum e constitui-se na principal doenca renal
monogénica, com uma prevaléncia de 1:400 a 1:1000 em populacGes de
descendéncia europeia (lgarashi et al., 2009). Embora sua expressdo clinica ocorra
tipicamente na idade adulta, esta efermidade pode se manifestar antes dos 18 anos de
idade em 1 a 2% dos casos (Gabow et al.,1992).

A DRPAD responde por 4,4% dos pacientes em dialise cronica ou
transplantados renais nos EUA (U.S. Renal Data System, Annual Data Report.,
2003). Com penetrancia de virtualmente 100%, a DRPAD ¢é responsavel por
aproximadamente 5% dos casos de doenca renal cronica terminal (Gabow et
al.,1992; Harris et al., 2009). Nunes e cols, 2008 mostraram que esta enfermidade é
responsavel por aproximadamente 7,5% dos casos de doenca renal cronica terminal
(DRCt) no sul do Brasil, enquanto no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, 8,9% dos pacientes em DRCt encaminhados para terapia renal
substitutiva eram portadores dessa moléstia (Balbo et al., 2007).Cerca de metade dos
pacientes atingem os 58 anos de idade sem evoluir para DRCt (Gabow et al.,1992 ;
Harris et al., 2009). Estes dados indicam o grande impacto médico e socioeconémico
dessa desordem. Interessantemente, as taxas anuais de incidéncia de DRCt sugerem
uma progressdo mais rapida da doenca em homens que em mulheres (Reed et al.,

2008).



A DRPAD apresenta um fenotipo renal predominantemente, caracterizado
pela formacdo de cistos renais maultiplos e bilaterais, seguindo um processo de
aumento progressivo do volume renal, comprometimento da arquitetura do 6rgéo e
perda gradual da funcdo renal. Esta doenca associa-se também a manifestacdes
extrarrenais representadas por cistos hepaticos, aneurismas intracranianos e
alteracdes valvares cardiacas (Gabow et al., 1992). Os cistos renais na DRPAD
podem se originar do epitélio de diferentes segmentos do néfron, embora estudos
anteriores sugiram que os derivados dos ductos coletores sejam mais numerosos e
maiores (Devuyst et al., 1996). Os cistos associados a DRPAD sao revestidos por
uma camada Unica de células epiteliais, menos diferenciadas e associadas a taxas
elevadas de proliferacdo e apoptose (lgarashi et al., 2002).

A manifestacdo extrarrenal mais comum na DRPAD sdo o0s cistos hepaticos
sendo geralmente detectados 10 anos ap0s o0 aparecimento dos primeiros cistos
renais. Disfuncdes hepaticas, contudo, sdo raras nesta doenca, mesmo na presenca de
envolvimento cistico hepéatico intenso (Bae et al.,, 2006). Os aneurismas
intracranianos (AICs) constituem-se em outra manifestacdo clinica importante na
DRPAD. Os AICs acometem cerca de 8% dos pacientes, uma frequéncia trés a
quatro vezes maior que a da populacéo geral (Pirson et al., 2002; Rinkel et al., 2008).

Os principais sintomas observados nos pacientes com DRPAD, como dor em
flanco, lombar ou abdominal e plenitude pds-prandial, sdo consequéncia do aumento
do tamanho dos rins, enquanto hematuria, infeccao urinaria e nefrolitiase constituem-

se em complicagOes classicamente associadas aos cistos renais.
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1.6.2. Genética e Bases Moleculares da DRPAD

A DRPAD é uma doenga geneticamente heterogénea, sendo decorrente de
mutacdes em um de dois genes: PKD1 (polycystic kidney disease 1) ou PKD2
(polycystic kidney disease 2). Mutacdes em PKD1 sdo responsaveis por cerca de 85%
dos casos, enguanto aproximadamente 15% devem-se a mutacdes em PKD2
(Igarashi et al., 2002; Iglesias et al., 1983) . O gene PKD1 esta localizado na regido
cromossdmica 16p13.3 e, quando mutado, a doenca é denominada DRPAD tipo 1
(DRPAD1), enquanto que o gene PKD2, mapeado a 4921, quando mutado, da
origem a DRPAD tipo 2 (DRPAD2). Embora mutacdes em PKD1 e PKD2
determinem as mesmas manifestacdes renais e extrarrenais, pacientes com DRPAD1
apresentam uma forma mais grave da doenca quando comparados a pacientes com
DRPAD?2 (Harris et al., 2009; Hateboer et al., 1999). A idade média para DRCt é de
54 anos na DRPAD1 e de 74 anos na DRPAD?2 (Hateboer et al.,1999).

O gene PKD1 distribui-se por um segmento gendmico de cerca de 52 kb,
compreende 46 éxons e da origem a um transcrito de 14,2 kb, associado a um quadro
de leitura aberta de aproximadamente 12,9 kb. PKDI codifica policistina-1 (PC1),
uma glicoproteina integral de membrana com uma porcao extracelular N-terminal
com 3.074 aminodcidos, 11 dominios transmembranicos e um segmento C-terminal
intracelular curto com 197 aminoacidos (Harris PC et al., 2009) (Figura 1). A por¢do
extracelular de PC1 contém dominios importantes para interagdes proteina-proteina e
proteina-carboidrato. O gene PKD?2, por sua vez, estende-se por um segmento
genémico de aproximadamente 68 kb, compreende 15 éxons e expressa um RNA

mensageiro de 5,4 kb, relacionado a um quadro de leitura aberta de 2,9 kb (Harris et
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al., 2009). Esse gene codifica policistina-2 (PC2), também uma glicoproteina integral
de membrana, porém com seis dominios transmembranicos ¢ ambas as extremidades
N- e C-terminais intracitosolicas (Figura 1). A cauda intracelular da PC1 contém um
dominio coiled-coil, envolvido na interagao fisica com a por¢do C-terminal da PC2 e
capaz de mediar transducao de sinais. PC2 funciona como um canal de cations nao-
seletivo com permeabilidade a Ca®", cuja atividade ¢ regulada pela PC1, que por sua
vez atua como um receptor de membrana (Delmas et al, Cell 2004). A interagdo
fisica entre PC1 e PC2 desempenha, portanto, um papel fundamental na homeostase
do Ca™" intracelular e, consequentemente, em diversas vias de sinalizagdo como

proliferacdo celular, apoptose, diferenciagdo e expressdo génica (Delmas et al.,

2004).
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Figura 1. Esquema das estruturas da policistina-1 e da policistina-2 e representacao
de seus dominios fundamentais (cedida por Ana Paula Bastos)
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Em tabulos maduros, PC1 se expressa na membrana basolateral, em sitios de
interacdo célula-célula e célula-matriz extracelular, em vesiculas citoplasmaticas e,
possivelmente, no reticulo endoplasmatico (Chauvet et al., 2004; Scheffers et al.,
2000). PC2, por outro lado, é encontrada predominantemente no reticulo
endoplasmatico e em menor intensidade no cilio priméario, na membrana plasmatica,
no centrossomo e nos eixos mitoticos de células em divisdo. Merece destaque a co-
localizagdo de PC1 e PC2 no cilio apical primario (CAP) das células epiteliais
tubulares renais. Nessa organela o complexo PC1-PC2 desempenha um papel central,
modulando diversas acdes bioldgicas dependentes de célcio (Praetorius e Spring,
2003). Interessantemente, vdarias proteinas codificadas por genes mutados em
doengas renais cisticas humanas foram localizadas no complexo corpo basal/cilio
apical primdrio, caracterizando a conexdo entre CAP e doencas renais policisticas.

Durante o desenvolvimento renal, PC1l apresenta niveis elevados de
expressao no periodo inicial da nefrogénese, de 5 a 24 semanas, porém, apds 24
semanas seu nivel de expressao diminui drasticamente, atingindo niveis muito baixos
no rim adulto. PC2, por outro lado, é expressa durante toda a nefrogénese e mantém
niveis elevados no rim maduro (Grimm et al., 2003). Alinhados a esse perfil de
expressao, PC1 possui um papel biolodgico essencial na tubulogénese renal. Um
estudo prévio demonstrou que células MDCK (Madin-Darby canine Kkidney),
transfectadas de forma estavel com PKD1 e cultivadas em meio gel de colageno de
trés dimensoes, formaram estruturas tubulares epiteliais bem desenvolvidas, ao passo
que as mesmas celulas, submetidas a transfeccdo controle negativa e cultivadas nas

mesmas condicdes, formaram estruturas cisticas (Boletta et al., 2000). Além disso, a
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expressao de PC1 induziu reducdo na taxa de proliferacdo celular e resisténcia a
apoptose neste modelo experimental.

E importante notar que PC1 também apresenta caracteristicas compativeis
com uma molécula de adesdo, observacdo consistente com sua localizacdo em
estruturas de adesdo celular e jungdes célula-célula (Gallagher et al., 2000; Nauli et
al., 2003; Yoder et al., 2002). PC1 forma um complexo nas juncdes de adesdo com
caderina-E e cateninas-a, B, e y. Em um ambiente celular com privagio de Ca™", PC1
e caderina-E sdo sequestradas em vesiculas citoplasmaticas. A restauracio do Ca'™",
por sua vez, deflagra o recrutamento de ambas as proteinas para restabelecer sitios de
contato célula-célula (Streets et al., 2003; Markoff et al, 2007). Além disso, um estudo
propbs que a PC1 regule também a forca mecanica de adesdo entre as células, através
do controle da formacdo de juncbes de adesdo estabilizadas e associadas a actina

(Boca et al., 2007).

1.6.3. Mecanismo da Formacao de Cistos na DRPAD

A formacdo cistica na DRPAD constitui-se em um processo focal,
acometendo segmentos de menos de 1% dos néfrons. Estudos demonstraram através
de analises de amostras de DNA do epitélio de cistos renais individuais que na
DRPAD os cistos sdo monoclonais. Mostrou-se, portanto, que embora a transmissao
genética desta doenga obedeca um padrdo dominante, no nivel celular/molecular o
mecanismo de formacdo dos cistos é recessivo (Qian et al., 1996). Esse modelo
estabelece, assim, um padrdo knudsoniano para a cistogénese na DRPAD, incluindo

dois eventos, onde o primeiro é representado pela mutacdo germinativa, enquanto o
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segundo constitui-se em uma mutacdo somaticanoalelo previamente normal (Figura 2).
Vale dizer que este modelo se aplica tanto a DRPAD1 como a DRPAD2, assim como

a cistos renais e hepaticos.

Iniciacao Progressao

Mutacdo somdtica em |3
5| PKDI1ou PKD2

Mutagao
germinativa

Célula

Célula em
divisdo

Figura 2. Mecanismo molecular da cistogénese focal na DRPAD, baseado no
modelo de dois eventos. Figura cedida por Ana Paula Bastos

1.7.  Doenca Renal Policistica Recessiva

1.7.1. Epidemiologia e Manifestacdes Clinicas

A doenca policistica autossdmica recessiva (DRPAR) € bem menos comum
qgue a DRPAD, acometendo aproximadamente 1/20000 nascidos vivos (Zerres et al.,
1998a). Caracteriza-se por dilatacOes de ductos coletores renais e disgenesia biliar
associada a fibrose portal (Zerres et al., 1998b). Embora a maior parte dos casos seja

diagnosticada na infancia, sua variabilidade fenotipica é grande, incluindo desde a
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forma perinatal severa até apresentacoes clinicas mais tardias e brandas. O fendtipo
fetal caracteriza-se por rins aumentados e hiperecogénicos e oligoidramnio
decorrente de baixo débito urinario. Estes fetos desenvolvem ainda hiperplasia
pulmonar, anomalias faciais e deformidades de coluna e membros. Ao nascimento,
estes neonatos frequentemente manifestam um grau critico de hipoplasia pulmonar e
acabam morrendo em um curto periodo de tempo.

Os pacientes que sobrevivem ao periodo perinatal, apresentam morbidade e
mortalidade relacionadas principalmente a hipertensdo arterial sisttémica severa,
insuficiéncia renal progressiva e hipertensdo portal secundaria a fibrose do trato

portal (Guay-Woodford et al., 2003).

1.7.2.Genética e Bases Moleculares da DRPAR

Todas as formas tipicas da DRPAR se associam a mutacdes patogénicas no
gene PKHD1, localizado na regido cromossdmica 6pl12.2. Este gene se estende por
um segmento genémico de aproximadamente 470 kb e inclui ao menos 86 éxons, que
se associam em multiplas variantes por splicing. O transcrito associado ao quadro de
leitura aberto mais longo codifica poliductina (PD1), também denominada fibrocistin
(Harris et al., 2009 Menezes et al., 2006). Com base nos produtos alternativos de
splicing de PKHD1(Polycystyc Kidney Disease 1), prevé-se que o gene codifique
proteinas associadas a membrana, que poderiam atuar como receptores de superficie
celular, bem como proteinas solUveis que poderiam, por sua vez, atuar como ligantes
em vias de transdugdo de sinal (Menezes et al., 2004). Vérias evidéncias sugerem

que este complexo perfil de splicing seja biologicamente relevante.
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PD1 também se localiza no corpo basal/axonema do CA (Menezes et al.,
2004). E importante notar que a reducdo da expressio de PD1 por meio de RNA
curto interferente (SiRNA) diminuiu o tamanho e alterou a estrutura do cilio
priméario, indicando que esta proteina € fundamental para a manutencdo dessa
organela. Além disso, a inibicdo da expressdo de PD1 por grampo curto de RNA
(ShRNA) comprometeu o processo de tubulogénese de células IMCD (inner
medullary collecting duct) cultivadas em meio gel de trés dimensdes, sugerindo o

envolvimento dessa PD1 nesse processo (Menezes et al., 2006).

1.8. Vias de Sinalizacdo Envolvidas na Patogénese da TSC e DRPAD

O complexo hamartina-tuberina tem interagdes bem documentadas com algumas
proteinas-chave. Sobressai-se a sua associagdo, através da tuberina, com a pequena
Rheb (GTPase enriquecida em cérebro), que controla a mTOR (alvo mamifero da
rapamicina), um regulador central da proliferacdo e crescimento celular. A interacdo
entre o complexo hamartina-tuberina e Rheb se da por sua interacdo com o dominio
ativador de GTPase da tuberina (GAP), levando a sua inativagdo. Quando rheb esta
inativa, a via mTOR ¢ inibida. A via da insulina-mTOR aumenta a captacdo de
aminoacidos, a sintese protéica e o crescimento celular, em oposi¢cdo ao que se
observa quando o complexo TSC1/TSC2 esta ativo (Castro et al., 2003; Garami et al.,
2003; Inoki et al., 2003; Saucedo et al., 2003; Tee et al., 2003; Zhang et al., 2003).
Interessantemente, estudos mostraram que a por¢do C-terminal da PC1 é capaz de
interagir com tuberina e suprimir a atividade da mTor e do elF4E (eukaryotic

translation initiation factor 4E) (Torres et al., 2009). Esta interacéo retém a tuberina
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préxima a membrana plasmatica, evitando sua fosforilacdo e inativacdo por AKT
(protein kinases B) (Distefano et al., 2009; Dere et al., 2010). Os mecanismos
envolvidos nessa regulacdo ainda ndo estdo completamente elucidados, porém é
importante notar que, na auséncia ou baixos niveis de PC1, ndo ha inibicdo de Rheb.
Este cenario leva a ativacdo de mTOR e consequente aumento da proliferacdo
celular, contribuindo para o fenoétipo da TSC e da DRPAD (Shillingford et al., 2006;
Dere e cols. 2010) (Distefano et al., 2009; Dere et al., 2010).

Lesdes do TSC, inclusive cistos renais, apresentam hiperfosforilagio de mTOR,
alteracdo que identifica células em que o complexo hamartina-tuberina esta

deficiente (Schillingford et al., 2006).

Fatores de crescimento

Complexo

hamartina/tuberina

Rheb —# mTOR
E T M 1
Migracao Proliferagao
Adesao celular Crescimento celular

Figura 3. Associagdo entre o complexo hamartina/tuberina e a via mTOR.

Outras interacbes importantes referem-se as proteinas ezrina, radixina e
moesina (ERM), que se associam a hamartina e se ligam a actina, modulando o
arranjo de microfilamentos, processo importante na migracao e adesao celular (Lamb

et al., 2000). Uma segunda interacdo da hamartina com o citoesqueleto se da com a
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cadeia leve do neurofilamento (NFL). Esta interacdo ocorre de forma especifica nos
neurdnios, mas ndo é reprodutiva em outros tipos celulares, em que a expressao de
outros membros da familia dos filamentos intermediarios é caracteristica (Haddad et
al., 2002).

O baixo indice de mutacGes somaticas (segundo evento) observado em cistos
renais, ao contrario de cistadenomas e carcinomas renais de camundongos nocautes
para Tscl, sugeriu que a super-ativacdo do mTOR seja um evento mais tardio na
progressao dessas lesdes (Wilson et al., 2006). Bonnet e cols (2009) observaram, em
modelos murinos heterozigotos para Tscl, Tsc2 e Pkdl, uma desorientacdo mitotica
de células tubulares renais e de células do ducto hepatico biliar anterior a formacéo
de cistos. Bonnet e cols (2009) e Hartman e cols (2009) demonstraram, ainda, nos
animais heterozigotos para Tscl ou Tsc2, que os produtos desses genes estdo
envolvidos no controle da formacéo do cilio apical priméario, de modo independente
do complexo 1 do mTOR, sugerindo que defeitos da polaridade celular possam
contribuir para a cistogénese renal.

Os mecanismos moleculares responsaveis pelo fenétipo alterado da DRPAD
ainda ndo sdo totalmente compreendidos, porém a participacdo de diversas vias
alteradas pode elucidar, ao menos parcialmente, a patogénese molecular da DRPAD.

Células DRPAD apresentam uma resposta hiperproliferativa anormal ao AMPc
(Cyclic adenosine monophosphate), efeito aparentemente relacionado a homeostase
defeituosa de Ca®" intracelular e néo verificada para células renais epiteliais normais
(Torres et al., 2007). A diminuicdo da concentracdo intracelular de Ca®* poderia
estimular a adenil ciclase-6 e inibir a fosfodiesterase-1 dependente de

calcio/calmodulina, favorecendo o acumulo intracelular de AMPc (Hanaoka et al.,
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2000). Essas anormalidades levam a ativacdo da via MAPK/ERK (mitogen-activated
protein  kinase/extracellular signal-regulated protein kinase), promovendo
proliferacdo celular e secrecdo transepitelial de fluido, caracteristicas fundamentais da
DRPAD (Hanaoka et al., 2000).

O complexo PC1-PC2 ¢ capaz de ativar a via JAK2-STATL1 (janus kinase 2 -
signal transducer and activator of transcription 1), permitindo a formacdo de
homodimeros STAT-1, que se translocam ao nucleo celular e se ligam a regido
promotora do gene p21 (ciclin dependente kinase inhibitor 1), estimulando a sua
transcricdo. p21, por sua vez, inibe a atividade de Cdk2 (cyclin dependent kinase 2),
paralisando o ciclo celular em GO/G1. O aumento da taxa de proliferacdo em células
DRPAD parece depender da incoordenacdo do ciclo celular, mediada pela diminuicao
da expressao de p21 (Park et al., 2007).

Outra caracteristica importante da DRPAD é a perda da polaridade celular
planar, podendo levar a conversdo de estruturas tubulares em cisticas. Essa alteracédo
pode ser causada por disfuncdes centrossomais, amplificacdo ou ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt (wingless-int) candnica dependente da catenina-f e inibigdo da via
de sinalizacdo Wnt ndo-candnica independente da catenina-f3 (Walz et al., 2010).

Adicionalmente, PC1 pode atuar como um receptor acoplado a proteina G e
regular, também por esta via, processos celulares como proliferacdo, diferenciacéo,

polaridade e secrecgéo de fluido (Delmas et al., 2004; Parnell et al., 1998).
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1.9. A Sindrome de Delecdo de Genes Contiguos TSC2-PKD1

Apos a clonagem dos genes TSC1 e TSC2, uma observacao interessante em
relacdo as lesdes renais foi de que os pacientes com TSC associado a uma forma
grave da doenca policistica renal (DRP) podem ter delecdo contigua dos genes TSC2
e PKD1, um dos causadores da DRPAD, uma vez que eles se dispdem
imediatamente adjacentes e em orientacbes opostas em 16p13.3 (Harris 1995;
Mochizuki et al.,1996; European Consortium.,1996; Longa et al.1997; Sampson et
al., 1997). Ao contrario dos cistos renais do TSC, normalmente assintomaticos e sem
alterar significativamente a funcdo renal, a sindrome de genes contiguos
TSC2/PKD1, afetando cerca de 5% dos pacientes com TSC, causa danos renais
intensos, capazes de levar a doenca renal cronica, terminal, ao longo segunda década

de vida (Sampson et al., 1997).

1.10. Organogénese e Morfogénese Renais

O rim embrionario humano se desenvolve ao longo de varias semanas até se
tornar funcional por volta da décima terceira semana de gestacdo (Sadler.,2009;
Larsen.,1997). Neste processo, durante a vida intra-uterina humana se desenvolvem
trés sistemas renais em sequéncia cranio-caudal: o pronefro, o mesonefro e 0s
metanefro. O primeiro desses sistemas é rudimentar e ndo funcional. O segundo pode
funcionar por um curto periodo no inicio do periodo fetal e o terceiro forma os rins

permanentes (Sadler, 2009; Saxe’n et al.,1987).
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O rim mesoneéfrico surge como uma série de tibulos que se formam a partir
do mesoderma intermediario, durante a quarta semana de gestacdo humana. Tubulos
mesonéfricos prolongam-se rapidamente, adquirindo um novelo de capilares que
formam o glomérulo na extremidade medial. Os tubulos formados ao redor do
glomérulo, por sua vez, formam a capsula de Bowman que, junto com o glomérulo,
forma o corpulsculo renal. Na extremidade oposta ao tubulo desemboca o ducto
longitudinal coletor, chamado ducto mesonéfrico ou ducto de Wolff. O rim
mesonéfrico tem cerca de 40 pares de néfrons e permanece funcional até o final do
quarto més de gestacdo humana (Sadler et al.,2009)

Os rins metanéfricos sdo induzidos a se formar no mesoderma intermediario
da regido sacral do embrido, localizado em ambos os lados dos somitos e medial ao
mesoderma lateral. Na formacdo do metanefro, dois sistemas se desenvolvem de
forma fisicamente independente, mas controlados simultaneamente pela sinalizacao
paracrina. A formacdo do sistema coletor a partir do broto ureteral, por seu turno,
depende da tubulogénese adequada e é iniciada apds a 5% semana de gestacdo em
humanos. O broto ureteral surge em resposta a sinais deflagrados pelo mesénquima
metanéfrico adjacente (Piscione et al.,2002). A ramificacdo do broto ureteral é entdo
iniciada, apds este invadir o meséngquima metanéfrico.

Sinais do broto ureteral promovem a diferenciacdo do mesénquima que
conduz o estabelecimento de diferentes linhagens celulares. Uma sub-populacéo de
células mesenquimais diferencia-se em células epiteliais (Legallicier et al.,2001). A
epitelizagdo inicia-se com a agregacdo das células mesenquimais na extremidade do
broto ureteral que as invadiu (Pohl et al.,2000). Essa conversao fenotipica das células

mesenquimais para epitélio esta associada a expressdo de componentes da matriz
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extracelular. Tais componentes possuem um papel funcional, crucial no
estabelecimento da polaridade celular e do fenotipo epitelial necessarios a
morfogénese associada a ramificacao do broto ureteral (Brenner et al.,1990).

O processo de ramificacdo ureteral conclui-se apds 20 ou 22 semanas de
gestacdo. Em humanos, os dominios corticais e medulares do rim em
desenvolvimento sdo estabelecidos entre a 222 e a 442 semana de gestacdo. O cortex
renal, que representa 70% do volume total do rim, torna-se organizado e
relativamente compacto, circundando a periferia do érgdo. Representando 30% do
volume renal, a medula modifica-se para uma forma de cone, onde o apice é formado
pela convergéncia de ductos coletores na medula interna, dando origem a papila renal

(Cebrian et al.,2004).

1.11. Tubulogénese in vitro

Como vimos, a organogénese renal ocorre por ramificacdo (Stuart et al.,1995;
Pohl et al.,2000). O cultivo de células in vitro, em componentes da matriz
extracelular (MEC) em gel, permite mimetizar condic@es in vivo da tubulogénese de
diferentes 6rgdos, como 0s rins, em um sistema tridimensional (3D) (Boletta et
al.,2000). Neste sistema, a interacdo entre proteinas integrantes da membrana celular
e componentes da matriz extracelular fazem com que as células migrem além dos
eixos x ey, passando também a incluir o eixo z, condi¢éo que favorece a formagao de
estruturas tridimensionais em forma de cisto (cistogénese) ou de tubulos
(tubulogénese). No néfron normal e na cistogénese associada a doenca cistica,

observada em pacientes com TSC, o dominio basal das células encontra-se em
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contato com a MEC ou membrana basal, enquanto o dominio apical encontra-se
voltado para uma luz. Na cistogénese in vitro ha condi¢bes muito limitadas de
migracao celular. Na tubulogénese, as células se mantém polarizadas, ha migracao
celular ativa e constante remodelamento das interac6es de adeséo intercelulares e das
células com a matriz (Williams e Clark, 2003). Desta forma, o cultivo tridimensional
de células epiteliais renais consiste em uma ferramenta com potencial para investigar
os sinais moleculares que definem a arquitetura epitelial, incluindo sua capacidade
proliferativa e migratoria, sua polaridade e adesao celular.

Em modelos de formacédo tubulogénica in vitro, o tipo celular MDCK (do
inglés, Mardin Darby canine kidney) pode seguir dois processos distintos. Quando
células MDCK sao ressuspensas em uma matriz de gel de colageno na auséncia de
fatores de crescimento tubulogénicos, formam cistos espontaneamente. Estas
mesmas células, contudo, quando cultivadas na presenca de HGF (hepatocyt grownth
factor), alongam-se, ramificam-se e formam tubulos com Iimen visivel (Williams e
Clark, 2003).

Neste cenério, levantamos a hipotese de uma possivel relacdo funcional das
proteinas hamartina, tuberina, policistina-1, policistina-2 e poliductina durante o
processo de tubulogénese. Para tanto, utilizamos um sistema tridimensional (3D) de
cultura de células IMCD para mimetizar as condi¢cdes de tubulogénese in vivo e
caracterizar os perfis de expressao celular e subcelular dessas proteinas, assim como,

a coordenacéo de proliferacdo celular e apoptose neste processo.
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Figura 4. Polarizagdo celular em tubulos e cistos. Os dominios basolateral e apical da
membrana das células estdo indicados, assim como o limen de tdbulos ou cistos. (Nogueira,
baseado em O’Brien, 2002).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Central

Estabelecer um sistema tridimensional de cultura de células IMCD para caracterizar
mecanismos celulares e os perfis de expressdo das proteinas codificadas pelos genes
mutados no CET, na DRPAD e na DRPAR, durante o processo de tubulogénese in

vitro.

Objetivos Especificos

1. Estabelecer um sistema tridimensional de cultura de células IMCD, utilizando uma

matriz composta por colageno tipo | / Matrigel e fator de crescimento de hepatdcito.

2. Determinar os perfis de expressdo de ZO-1, B-catenina e a-tubulina acetilada em

tabulos derivados de células IMCD.
3. Analisar os perfis, quantificar e comparar as taxas de apoptose e de proliferacdo
celular entre estruturas alongadas formadas no 6° DIV e tibulos correspondentes ao 12°

DIV.

4. Determinar os perfis de expressao de tuberina e hamartina e realizar analise de co-

localizagdo dessas proteinas durante o processo de tubulogénese.

5. Determinar os perfis de expressao de policistina-1, policistina-2 e poliductina durante

0 processo de tubulogénese.
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3. METODOS

3.1. Linhagem Celular

A linhagem celular imortalizada IMCD (inner medullary collecting duct)
empregada, originada de camundongo (m-IMCD3), foi cedida pelo Prof. Oscar

Fernando Pavao dos Santos (Disciplina de Nefrologia, UNIFESP).

3.2. Cultivo de células IMCD em sistema bidimensional

As culturas bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D) de IMCD foram
mantidas em atmosfera umidificada com CO, 5%, a 37°C e manipuladas de forma
estéril. No sistema 2D, as células foram cultivadas em garrafas T75, em meio de
cultura DMEM high glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) acrescido de
SFB (soro fetal bovino) 10%, piruvato sodico 10 mM, penicilina 1x (Invitrogen,

Carlsbad, CA).

3.3. Cultivo de células IMCD em sistema tridimensional com gel de colageno ou

Matrigel

O protocolo utilizado foi padronizado em nosso laboratorio a partir da
descricdo de (Williams e Clark 2003). A cultura é composta de gel de colageno tipo |
ou de matriz de membrana basal Matrigel® (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ),
contendo células suspensas. A mistura é feita em gelo, com pipetas e todos os

reagentes gelados, para nao favorecer a gelificacdo durante o procedimento. Os tubos
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também sdo gelados e o procedimento é realizado de forma estéril. Para esse tipo de
cultura, utilizamos células IMCD oriundas de cultura 2D de até trés passagens depois
do descongelamento. As culturas 3D consistiram de células dissociadas por TryPLE
Express (Invitrogen, Carlsbad CA), ressuspendidas em colageno tipo | ou Matrigel®,
sequidas da gelificacdo a 37°C. A preparacdo do gel foi feita em gelo, seguindo a
ordem de acréscimo dos seguintes reagentes: 800 pL de colageno tipo | (para
concentracéo final de 4%), 100 pL de meio DMEM com piruvato concentrado 10x e
100 pL de SFB inativado, seguido de titulagdo com HCI 1.0 N ou NaOH 1.0 N para
ajustar o pH para 7,4. Cada poco das placas de 48 pocos utilizadas foi revestido com
150 uL da mistura liquida a 4°C, procedimento seguido de solidificagdo a 37°C por
30 min. O plagueamento foi realizado utilizando 2 x 10% células ressuspendidas em
150 pL da mistura liquida contendo col&geno tipo |, a 4°C, colocada sobre a primeira
camada de gel ja formada. Ap6s 30 min de solidificacdo da segunda camada a 37°C,
foram colocados 200 pL de meio em cada poco, composto por DMEM com piruvato,
SFB inativado 10%, penicilina, estreptomicina e glutamina 1%. O meio foi trocado
diariamente com auxilio de uma pipeta P200, sem atingir o gel.

Nas culturas 3D conduzidas com Matrigel, as células foram dissociadas com
TryPLE Express (Invitrogen, Carlsbad CA) e misturadas a Matrigel puro, preparado
a 4°C. Seguiu-se, entdo, gelificacdo a 37°C. Apos nove dias in vitro, os geis foram
fixados. Em alguns ensaios, foi acrescentado fator de crescimento de hepatdcito

(HGF) para a concentracao final de 20 ng/mL.
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3.4. Cultivo de IMCD em sistema tridimensional em gel de colageno tipo | /

Matrigel

O protocolo utilizado foi cedido pela Profa. Rachel Giles (University Medical
Center Utrecht, Utrecht, Holanda) (Giles et al., 2011). Células IMCD foram
cultivadas em condigfes 2D a 37°C e CO; 5%, em meio completo (DMEM high
glucose - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — com FBS 10% e penicilina e
estreptomicina 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA). Um sistema de cultura de células in
vitro 3D foi estabelecido em placas de 24 pocos, usando uma mistura de gel
subjacente (200 pL por pogo) contendo DMEM 1x, NaHCO3; 44 mM PBS
(phosphate-buffered saline) 5%, FBS 5%, meio completo 35% e colageno tipo | 3,44
mg/mL (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). O gel de cima (200 pL por poco) foi
composto por Matrigel sem fatores de crescimento 70% (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ) contendo células (4.000 células por poco), DMEM 1x, NaHCO3 44 mM,
PBS 5% e FBS 5%. Este gel contendo células foi plaqueado sobre o gel subjacente e
incubado a 37°C. Apos gelificacdo por 30 min, o gel foi coberto com meio completo
com HGF na concentracdo de 50 ng/mL. O meio de cultura foi substituido
diariamente para manter o pH, a nutricdo e os niveis de HGF, e as culturas foram
analisadas em 6 e 12 DIV. Alternativamente, placas de 6 ou 48 pogos também foram

utilizadas.
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3.5. Anticorpos

Os anticorpos (Ac) utilizados no presente estudo para detector as proteinas
alvo incluiram um Ac policlonal anti-tuberina gerado em coelho (IA22, Sigma
Aldrich, St Louis, WI), um Ac policlonal anti-tuberina gerado em coelho (C20, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), um Ac monoclonal anti-hamartina gerado por
camundongo (1B2, gentilmente cedido por Vijaya Ramesh, Massachusetts General
Hospital, MA), um Ac policlonal anti-hamartina gerado em coelho (HF®6,
gentilmente cedido por Vijaya Ramesh, Massachusetts General Hospital, MA), um
Ac policlonal anti-PC1 gerado em coelho (5183, gentilmente cedido por Feng Qian,
University of Maryland, MD), um Ac policlonal anti-PC2 gerado em coelho (3314,
gentilmente cedido por Feng Qian, University of Maryland, MD), e um Ac policlonal
anti-PD1 gerado em coelho (aPF2, gerado e validado em nosso laboratdrio).
Também incluimos marcadores subcelulares para controlar nossas analises de
expressao, usando um Ac monoclonal anti-ZO-1 gerado em rato (Invitrogen,
Carlsbad, CA), um Ac monoclonal anti-a—tubulina acetilada gerado por camundongo
(Sigma Aldrich, St Louis, WI), e um Ac policlonal anti-B-catenina gerado em coelho
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Proliferacdo celular e apoptose foram avaliadas
empregando, respectivamente, um Ac monoclonal anti-Ki-67 gerado em coelho
(SP6, Abcam, Cambridge, MA) e um Ac policlonal anti-caspase 3 ativa gerado em

coelho (Sigma, St Louis, WI).
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3.6. Imunofluorescéncia Indireta de células em sistema bidimensional

As células foram cultivadas em placas de seis pocos contendo laminulas
redondas de 16 cm de diametro. Ap6s o tempo de cultivo determinado em cada
experimento, as células foram fixadas em paraformaldeido 2% em PBS por 20 min.
As células fixadas foram permeabilizadas em NP40 0,1% em PBS por 20 min, a
temperatura ambiente (TA). Apds duas lavagens em PBS, procedeu-se o bloqueio em
BSA 5% e soro da espécie animal onde foi gerado o anticorpo secundario (5%)
diluido em PBS por 1 h, a TA. As células foram incubadas a 4°C por 24 h, em
solucdo de bloqueio contendo o anticorpo primario diluido. Seguiu-se, entdo,
incubacdo a 4°C por 1 h, em anticorpo secundario conjugado a Alexa 594 (1:200) ou
Alexa 488 (1:200) (Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA) diluido em
solucdo de bloqueio, seguido de cinco lavagens em PBS. As laminulas foram
montadas em lamina com Prolong Gold contendo DAPI (4',6-diamidino-2-
pfenilindol) e foram seladas com esmalte e conservadas a 4°C. As imagens foram

analisadas, entdo, ao microscopio confocal Zeiss LSM510 (Oberkochen, Alemanha).

3.7. Imunofluorescéncia Indireta de células em sistema tridimensional

As células provenientes de culturas em sistema 3D foram fixadas utilizando
paraformaldeido 4%. Os géis foram lavados em PBS com MgCI2 1 mM e CaCl2 0,1
mM, permeabilizadas com Triton X-100 0.5% (Sigma Aldrich, St Louis, WI) por 30
min e bloqueadas com solu¢cdo BSA 1% / PBS por 40 min & TA. Os anticorpos

primérios 1B2 (1:10), 1A22 (1:50), 5183 (1:500), 3314 (1:500) e aPF2 (1:5) foram
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empregados em tampao de permeabilizacdo, a 4°C. Também foram empregados 0s
Acs primarios anti-ZO1 (1:500), anti-B-catenina (1:500), anti-a-tubulina acetilada
(1:1000), anti-Ki-67 (1:200) e anti-caspase-3 ativa (1:400). Os géis foram lavados em
tampéo de permeabilizacdo e submetidos a uma incubacdo de 4 h com o anticorpo
secundario conjugado com Alexa Fluor 594 ou Alexa Fluor 488 (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA) a TA. Seguiu-se uma lavagem com PBS. Os géis
foram entdo contrastados com DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) e montados com

meio de montagem Prolong Gold (Invitrogen, Carlsbad, CA).

3.8. Microscopia Confocal

As imagens foram capturadas no microscopio confocal invertido Zeiss LSM
510 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Analises quantitativas de co-localizacao
foram realizadas por coloracdo concomitante das proteinas de interesse,
imunomarcadas indiretamente com fluorocromos de espectros de emissédo distintos e
ndo sobrepostos (Alexafluor 488 e Alexafluor 594). A média de intensidade de co-
localizagdo dos canais 594 e 488 foi estabelecida pelo agrupamento de secgdes z,
chamada p.zero. A avaliagdo da co-localizagdo de hamartina e tuberina foi realizada
pela analise de treze imagens e, para cada imagem treze campos foram selecionados
aleatoriamente para analise numérica. Os dados foram submetidos ao teste de

correlagéo linear de Pearson.
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3.9. Andlise de Proliferacao Celular e apoptose

As analises de proliferacdo celular e apoptose foram realizadas com os
anticorpos anti-Ki-67 e anti- caspase 3 ativa, incubados overnight a 4°C no gel 3D. A
quantificacdo de nucleos positivos para Ki-67 e células positivas para caspase 3 foram
realizadas por microscopia confocal no aumento de 200x. Os resultados foram
expressos como nucleos positivos/ nucleos totais (positivos para DAPI) para Ki-67e
células positivas/ células totais para caspase 3 ativa. Doze estruturas tubulares foram

analisadas para ambas as analises.

3.10. Expresséo relativa de policistina-1 e policistina-2 em estruturas tubulares

Para quantificar as distribuicdes relativas de PC1 e PC2, utilizamos sete
imagens de imunofluorescéncia para cada proteina e analisamos as taxas de
intensidade de sinal entre regibes ndo ramificadas e ramificadas de estruturas
nitidamente tubulares. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada com o software
Scion Image (Scion Image, Frederick, MD) e os resultados foram expressos como a

relacdo de intensidade de sinal entre &reas ndo ramificas/ &reas ramificadas.
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3.11. Western Blotting

Culturas 3D foram inicialmente realizadas em placas de 6 pogos. Apos doze
dias in vitro, o meio de cultura foi removido do gel no poco, e cada gel foi lavado
com 1000 pL de solucdo de recuperacdo celular (Cell Recovery Solution, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Com o auxilio de uma ponteira P1000, o gel foi
enrolado para formar uma espécie de goma na ponta da mesma, permitindo sua
transferéncia a um microtubo. Cada poco foi lavado com mais 1000 pL de solucédo
de recuperacdo celular, os quais foram transferidos ao mesmo microtubo. Este foi
entdo incubado em gelo por cerca de 60 min ou até a dissolucao do gel. O microtubo
contendo o gel foi a seguir centrifugado a 100 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado contendo células foi ressuspendido em 100 uL de solugédo
de lise (T-PER, Thermo Scientific) contendo inibidores de protease. Ap6s 30 min de
incubacdo em gelo, o lisado foi centrifugado para remover debris celulares e
Matrigel. Seguiu-se a quantificacdo de proteina presente no sobrenadante usando o
método de Bradford (Bio Rad, Hercules, CA). Amostras de 50 a 100 g de proteina
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 6%. As
proteinas foram entdo transferidas para uma membrana de PVDF (Polyvinylidene
fluoride membrane, 45 um, BioRad) e reveladas com o corante vermelho de Ponceau
(Sigma, St Louis WI) para controle da eficiéncia da transferéncia. Seguiu-se bloqueio
overnight a 4°C com TBS-T (Tris 25 mM, NaCl 140 mM, tween-20 0,5%,) acrescido
de leite desnatado 5% e incubacdo da membrana overnight a 4°C com o anticorpo
primario diluido em TBST com BSA 3% (C20 1/200 e HF6 1/200). A membrana foi

entdo lavada em TBS-T e incubada com anticorpo secundario conjugado a
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peroxidase na diluicdo de 1/10.000 (GE Life Sciences, Piscataway NJ), lavada e
revelada usando o sistema ECL (Enhanced chemiluminescence Detection, GE Life

Sciences, Piscataway, NJ).

3.12. Andlise Estatistica

Os dados foram pré-analisados pelo teste de distancia K-S. Quando
paramétricos, as analises foram realizadas utilizando o teste t ndo pareado, e 0s
resultados espressos como média £ DP. Os dados ndo paramétricos foram analisados
pelo teste de Mann-Whitney e os resultados foram apresentados como mediana
(intervalo interquartil). A correlacdo de Pearson foi aplicada para analise quantitativa
de co-localizacdo para tuberina e hamartina. Aceitamos um erro alfa menor ou iguala
5% para rejeitar a hipdtese de nulidade. Os testes foram aplicados utilizando o

software GraphPad 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

No presente trabalho, utilizamos células IMCD de camundongo para avaliar o
processo de tubulogénese renal, uma vez que esta linhagem é derivada de células renais
e expressam as cinco proteinas alvo de nosso estudo. Temos como meta analisar o tipo
de estrutura 3D formada in vitro, investigar a influéncia de componentes da matriz
extracelular e comparar a expressao e a distribuicdo subcelular de hamartina, tuberina,
policistina-1, policistina-2 e poliductina nas células IMCD, em condi¢Ges de cultivo

tridimensional (3D).

4.1. Distribuicéo subcelular da hamartina e tuberina em IMCD sob condigdes 2D

A distribuicdo subcelular das proteinas hamartina e tuberina em células IMCD
cultivadas em sistema 2D (Figura 5) foi investigada por imunofluorescéncia indireta,
testando-se diferentes anticorpos para cada uma dessas proteinas. Realizamos analises
com o anticorpo policlonal gerado em coelho 1A22, que identifica a parte N-terminal da
tuberina. O sinal correspondente a tuberina foi observado difusamente no citoplasma,

com aspecto granular (Figura 6).
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Figura 5: Cultivo bidimensional de células IMCD 4DIV. Barra de escala: 50 pum.
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Colocalizacdo

Figura 6: Co-localizacdo de tuberina e hamartina em cultivo bidimensional. (A) DAPI (B)
anticorpo policlonal 1A22 (C) anticorpo policlonal 1B2, foram empregados para visualizagdo de
tuberina e hamartina, respectivamente. Tuberina foi visualizada com Alexa Fluor 488 e
hamartina com Alexa Fluor 594. (C) colocaliza¢do de tuberina e hamartina. As setas indicam
células aparentemente mitoticas, em que a distribuicdo da tuberina encontra-se mais polarizada.
Barra de escala: 20pum.

Andlises de colocalizagdo envolvendo a combina¢do dos anticorpos IA22 (anti-
tuberina) e 1B2 revelaram co-localizacdo entre hamartina e tuberina em algumas células
isoladas (Figura 6). Conforme descrito, contudo, em células em que se observa a co-
expressao dessas proteinas, a hamartina apresenta niveis mais baixos de expressao que a
tuberina, assim como uma distribuigdo subcelular mais restrita (Murthy et al.,2000,
2001).

A distribui¢ao subcelular da hamartina e da tuberina in vitro e in vivo parece

depender da fase do ciclo celular e da polaridade celular. Marcacao nuclear foi descrita

38



para a tuberina, e em menor frequéncia, para a hamartina, quando as células estao na
fase GO/G1 (Astrinidis et al., 2003; Rosner et al., 2007a, 2007b, 2007¢). Na maioria das
células, entretanto, tuberina distribui-se geralmente ao citoplasma. Vale dizer que
diversos estudos tém relatado uma distribui¢do polarizada para hamartina, em diferentes
linhagens celulares e células provenientes de rins e cérebro (Lamb et al., 2000; Murthy
et al., 2000; Haddad et al., 2002). Dessa forma, optamos por continuar as analises com a
combinacdo 1B2 (anti-hamartina) e 1A22 (anti-tuberina), uma vez que 1B2, embora
pouco sensivel em andlises morfologicas, ¢ especifico e apresenta resultados

reprodutiveis.

4.2. Estruturas obtidas ao cultivo de IMCD em sistema tridimensional em gel de

colageno tipo |

Os primeiros experimentos de cultivo tridimensional (3D) foram dedicados a
reproducdo do sistema de cultivo in vitro em gel de colageno tipo I. Utilizamos 2 x 10
celulas/mL, cultivadas por nove dias in vitro (DIV) e fixadas em paraformaldeido a 4%.
Desde o terceiro dia de cultivo in vitro 3D, observamos a formacgdo de estruturas
alongadas com ramificacbes, em meio completo sem o acréscimo de fatores de
crescimento. Analisamos também a expressdo da a-tubulina, uma das duas proteinas
constituintes centrais de microtubulos e com marcacéo citoplamatica, para visualizar as
estruturas alongadas nas culturas celulares 3D. Dois exemplos de estruturas alongadas
apos cultivo de 9 DIV sdo mostrados na (Figura 7A e F). Ndo observamos a formacao
de estruturas tubulares tipicas através das se¢des z de cada imagem (Figura 7B, C, D, E,
G, H, I e J). Essas analises sugerem que as estruturas observadas in vitro assemelham-se

mais a corddes celulares do que propriamente tubulos com lumen interno.
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Figura 7: Células IMCD cultivadas em colageno tipo | formam estruturas alongadas apds 9DIV
Imagens em diferentes niveis z (B, C, D e E ou G, H, | e J) e agrupamento destas (A e F,
respectivamente) de dois campos microscépicos (A-E e F-J). Barra: 50 um.

O fator de crescimento de hepatocito (HGF) ja foi relatado como indutor de
formacdo tubular in vitro e in vivo, assim como da cistogénese in vitro em células
epiteliais de origem renal (Montesano et al., 1991; Cantley et al.,1994; Barros et
al.,1995; Karihaloo et al.,2005). Mantivemos as mesmas condi¢fes de cultivo e
adicionamos HGF ao meio de cultura. Em observacbes seriadas entre 1 e 9 DIV,
estruturas em cordGes e suas ramificacfes desenvolveram-se visivelmente mais

rapidamente a partir de células tratadas com HGF (Figura 8B), quando comparadas as
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células sem HGF (Figura 8A). A rapida formacéo de corddes celulares em presenca de
HGF e ramificacdes precoces, sendo mais intensas a partir do terceiro DIV, podem ser
explicadas pelo aumento da proliferacdo celular induzida pelo mesmo ou pela
modificacdo do padrdo de estruturas formadas (Figura 8). As culturas 3D de IMCD,
realizadas sem HGF, por sua vez, apresentaram um crescimento bem mais lento de
cordbes celulares até o quinto DIV. Observamos a partir do 5DIV algumas
ramificacdes, seguidas, no entanto, por uma desaceleracdo sugestiva de morte celular

apos 9DIV (Figura 8).

1DIV 3DIV 5DIV 9DIV

Figura 8: Cultivo tridimensional de células IMCD em colageno tipo | ao longo de nove dias de
cultivo. (A) Células em colageno tipo | sem HGF (aumento de 400x); (B) Células em colageno
tipo I com HGF (aumento de 400x).

Analises realizadas de células IMCD em cultivo com Matrigel, sem colageno
tipo 1 ou HGF, mostraram o desenvolvimento de estruturas cisticas a partir do quinto
DIV, que amadureceram até o 9DIV. Nao observamos, contudo, estruturas

tubulares/cordGes nestas condicdes (Figura 9).

41



Figura 9: Cultivo tridimensional de células IMCD em Matrigel puro. (A) 5DIV e (B) 9DIV
(aumento de 200x).

Em concluséo, estruturas alongadas foram formadas com células IMCD quando
cultivadas em coldgeno do tipo I. Essas estruturas ramificaram-se intensamente no curso
de uma semana, enquanto foi mantida a viabilidade celular; porém, ndo observamos

limen nessas estruturas.

4.3. Expressdo de hamartina e tuberina em IMCD ap06s cultivo 3D em Colageno

tipo |

Hamartina e tuberina ja foram observadas in vivo no dominio apical de células
epiteliais renais (Murthy, Haddad, et al., 2000). Na analise com os anticorpos 1B2 e
IA22, embora a marcacdo tenha se mostrado difusa para ambas as proteinas (Figura 10),
observou-se maior intensidade de colocalizacdo nas condi¢des 3D em relagdo as
condicBes 2D (Figura 6). Ndo observamos sinal nos dominios apical e basolateral no

cultivo 3D em gel de colageno.
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Tubenna

Colocalizagdo

Figura 10: Co-localizagdo de tuberina e hamartina em cultivo tridimensional. (A) DAPI (B)
anticorpo 1A22 (C) anticorpo 1B2, foram empregados para visualizacdo de tuberina e hamartina,
respectivamente. Tuberina foi visualizada com Alexa Fluor 488 e hamartina com Alexa Fluor
594. (C) colocalizacdo de tuberina e hamartina. Barra de escala: 20um.

4.4 Analises de formacéao tubulogénica em Colageno/Matrigel 3D

Buscando viabilizar a formagdo de estruturas tubulares e formacgdo luminal,
testamos uma terceira composicéo de elementos da matriz extracelular, uma combinacéo
de Colageno tipo | e Matrigel, em presenca de HGF. As novas condic¢des de cultivo
celular geraram um microambiente favoravel a viabilidade celular, permitindo a
formacéo gradual de estruturas multicelulares, essenciais a tubulogénese. A concentracao

ideal de semeadura de células foi repadronizada para este sistema, testando-se trés

43



diluicdes seriadas: 2x10%, 2x10°, 2x10* células/ml. Esta anélise revelou que a
concentracdo mais apropriada de semeadura para este modelo 3D foi 2x10* células/ml e
estd de acordo com os dados obtidos por Giles et al.2011.

Nestas condicdes, a formacdo de estruturas alongadas foi observada a partir do
segundo DIV até o décimo DIV, processo acompanhado pelo desenvolvimento gradual
de ramificacdes que se formaram a partir dos cistos celulares (Figuras 11 A, B, D, E, F, G
e H). Um namero consideravel de estruturas ramificadas apresentaram uma monocamada
epitelial claramente definida e Iimen bem desenvolvido, caracteristicas basicas de
tubulos renais (Figuras 12 e 13). A transicdo do cisto até a formacdo de estruturas
tubulares com lumen foi caracterizada pela extensdo de processos celulares a partir do
cisto (Figura 14 A), seguido pela formacéo de corddes celulares (Figura 14B, C e D) e,
finalmente, pela formacdo de tubulos com monocamada epitelial e Ilimen bem definido,
como demonstrado na Figura 12 pelo agrupamento de se¢des z de 1um.

Baseado na anélise dindmica da formacdo tubular, estabelecemos dois tempos,
6DIV e 12DIV, para fixar as estruturas tubulares em paraformaldeido 4% e proceder com

analises sistematicas.
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Figura 11: Cultivo de células IMCD em colageno/matrigel 3D. A formagdo de estruturas
alongadas foi observada entre 2 DIV e 10 DIV in vitro, este processo foi acompanhado por um
desenvolvimento gradual de ramificagdes (A-H).



Figura 12: Estrutura tubular com epitélio simples e limen no 12DIV. Imunofluorescéncia
indireta realizada com o anticorpo anti a-tubulina acetilada, anticorpo secundério Alexa Fluor
488. Aumento, 100x. As setas indicam formagdo luminal (a,b).

Figura 13: Visualizacdo da formacdo luminal através de secBGes z obtidas por microscopia
confocal. As setas indicam formacdo luminal. Imunofluorescéncia indireta realizada com o
anticorpo anti a-tubulina acetilada, anticorpo secundario Alexa Fluor 488. Aumento, 100x.
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Figura 14: Imunofluorescéncia indireta realizada com o anticorpo anti 3-catenina (A, B, C e D)
anticorpo secundario Alexa Fluor 488. Aumento, 100Xx. .

Nossas andlises de formacdo luminal incluiram a analise da expressdo da
proteina ZO-1/TJP1 (zonula occludens protein 1 ou tight junction protein 1), indicativa
de formagdo de juncgdes ocludentes. Em tubulos derivados de células IMCD, ZO-1 foi
expressa em sitios de contato célula-célula, consistente com a transi¢do apico-lateral da
membrana (Figura 15). Estas andlises sugerem aquisicdo de polaridade no décimo
segundo dia in vitro. A caracterizagdo das estruturas tubulares também incluiu a anélise
da proteina a-tubulina acetilada, sabidamente expressa em microtdbulos estaveis e cilio

primario. O padrdo de expressdo observado para o-tubulina acetilada nas células
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tubulares foi consistente com seu perfil de expressdo, demonstrando uma marcagéao
heterogénea, citoplasmatica e submembranosa (Figura 16).

Uma vez que a tubulogénese epitelial envolve rearranjos celulares complexos
que requerem mecanismos de adesdo e migracao celular, além da polarizacao celular,
decidimos analisar a expressdo de [B-catenina, uma proteina que transita entre o
citoplasma, membrana plasmatica e nacleo e parece estar envolvida na tubulogénese
(Dietrich et al., 2002; Karihaloo et al., 2005). Foi demonstrado que a -catenina modula
a organizacdo dos microtabulos e migracdo celular, mecanismos fundamentais para a
tubulogénese (Pollack et al., 1997). Nas estruturas tubulares derivadas das células
IMCD, a B-catenina apresentou uma marcacao citoplasmatica suave e um acumulo entre
células (Figura 14D), seguindo um padrdo consistente com estruturas em

desenvolvimento.

e

b—{
20 pm 20 pm

Figura 15: Perfil de expressdo de ZO-1 em cultura de células IMCD em colageno/matrigel 3 D
no 12DIV. (A) Imagem original; (B) aumento de 3x da &rea selecionada em A. ZO-1 foi
visualizado com Alexa Fluor 594. Barra 20um.
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Figura 16: Perfil de expressdo da a-tubulina acetilada em tubulos bem formados.
Imunofluorescéncia indireta realizada com o anticorpo anti a-tubulina acetilada e anticorpo
secundario Alexa Fluor 488. Aumento, 100x.

Apoptose e proliferagéo celular séo processos celulares sabidamente envolvidos
com a tubulogénese e com lumenogénese (Datta et al., 2011). A andlise de 13 estruturas
tubulares distintas, nos tempos 6 DIV e 12 DIV, demonstrou de forma significativa uma
maior quantidade de células em fase S, marcadas com anticorpo anti-Ki67, no estagio
mais avancado da tubulogénese (12 DIV) quando comparado ao sexto DIV (85.1%
[77.8 a 89.6] versus 36.7% [26.3 a 59.8]; p<0.0001, Figura 17). Este resultado, além de
demonstrar o estado proliferativo dessas células, sugere que a populacdo de células

tubulares em 12 DIV estdo mais sincronizadas do que seis dias antes.
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Figura 17: (A) Analise comparativa da proliferacdo celular entre estruturas alongadas em 6
DIV (n=12) e tabulos com 12 DIV (n=12) baseada na quantificacdo de Ki-67. A comparacéo foi
realizada utilizando-se o teste de Mann Whitney, com dados representados como mediana
(intervalo interquartil) *** p<0.001 versus 6 DIV (B) Imagens representativas de marcagdo por
Ki-67 em 6DIV a esquerda e 12DIV a direita. Aumento 200x.

A taxa de apoptose, por outro lado, sugerida pela marcacdo com anticorpo anti-
caspase 3 ativa, foi significativamente maior nas estruturas alongadas do sexto DIV do

que nos tubulos com 12 DIV (24.1% [16.3 a 39.1] versus (4.2% [2.7 a 6.3]; p<0.001,

Figura 18).
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Figura 18: (A) Analise comparativa de taxa de apoptose celular entre estruturas alongadas
6DIV (n=12) e tubulos12 DIV (n=12) baseada na quantificacdo de caspase-3 comparada A
comparagdo foi realizada utilizando-se o teste de Mann Whitney, com dados representados
como mediana (intervalo interquartil) *** p<0.001 versus 6 DIV. (B) Imagens representativas
de marcacéo por Ki-67 em 6DIV a esquerda e 12DIV a direita. Aumento 200x.
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4.5. Expressdo de tuberina e hamartina em tabulos derivados de células IMCD

Os perfis de expressdo de tuberina e hamartina foram analisados nas estruturas
tubulares no 6DIV e 12DIV. Nol12° DIV, o anticorpo 1A22 revelou um sinal
citoplasmatico para tuberina (Figura 19 A, A’), padrao também detectado pelo anticorpo
1B2 para hamartina (Figura 19 B, B’) em quase todas as células. Achados similares
foram obtidos nas estruturas alongadas obtidas no 6DIV (Figura 20 A e B). Analises de
co-localizacdo mostraram, ademais, um padrdo mais intenso e homogéneo para
hamartina em sistema 3D do que o descrito anteriormente para rim de rato (Murthy et

al., 2000) (Figuras 19C, C’ ¢ 20 C).

51



Figura 19: Co-localizagdo da expressdo de tuberina e hamartina em cultura tridimensional de células IMCD no 12 DIV (A) Expressao de tuberina, aumento
original: 200x; (A’) zoom 3x da area selecionada em A. (B) Expressdo de hamartina, aumento original: 200x; (B”) zoom 3x da area selecionada em B. (C) Co-
localizacdo de tuberina e hamartina, aumento original: 200x; (C’) zoom 3x da area selecionada em C. Tuberina: Alexa Fluor 488; hamartina: Alexa Fluor 594
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Figure 20. Co-localizacdo da expresséo de tuberina e hamartina em cultura tridimensional
de células IMCD no 6 DIV (A) Expressdo de tuberina; (B) expressdo de hamartina,e (C) Co-
localizagdo de tuberina e hamartina. Aumento original, 400x. Tuberina: Alexa Fluor 488;
hamartina: Alexa Fluor 594

A colocalizacdo dessas proteinas foi confirmada pela analise dos dados pela
correlagdo de Pearson, apresentando R=0.62 (Figura 21). Embora ndo tenha sido
observada marcacdo luminal para hamartina e tuberina, nenhuma estrutura com
lumem foi observada nessa preparacao especifica. Verificamos ainda que o sinal de
co-localizacdo foi mais intenso na borda das células, sugerindo que essas proteinas
distribuem-se a membrana plasmatica ou no citoesqueleto adjacente (Figura 19 C e

Q).
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Figure 21. Analise da intensidade de co-localizagdo entre tuberina e hamartina. (a) grafico
de intensidade realizado a partir da selecéo total da area em b. (b) Imagem representativa das
areas selecionadas para analise de intensidade. Tuberina: Alexafluor 488 e Hamartina:
Alexafluor 594.

Analises de Western blot para hamartina e tuberina, em extrato proteico total de
tubulos in vitro, revelou bandas com massa molecular esperada, confirmando, de

forma adicional, a expressao de ambas as proteinas nessas estruturas (Figura 22).

225kDa—> 225kDa=—> ) <— Tuberin
200kDa

150kDa <— Hamartin ¢
-> D, 150kDa—>

Figura 22: Expresséo de hamartina e tuberina por Western blotting As setas indicam
as bandas de interesse: hamartina 160kDa e tuberina 200kDa.
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4.6. Expressdo de policistina-1, policistina-2 e poliductina em tubulos derivados

de células IMCD

Os perfis de expressdo de PC1 e PC2 foram investigados no 6DIV e 12DIV.
No 12° DIV, ambas as proteinas apresentaram expressdo citoplasmatica
predominante nas células tubulares, acompanhada de uma expressao
pronunciadamente menor, irregular e pontual na membrana (Figura 23 A e B). No 6
DIV , PC1l e PC2 também apresentaram expressdo citoplasmatica predominante
(Figures 24A, B). Interessantemente, PC1 apresentou expressao mais intensa nas
areas de ramificacdo dos tabulos que nas porcBes ndo ramificadas (Figure 23A), um
perfil consistente com os altos niveis de expressdo encontrados nos estagios iniciais
da nefrogénese quando comparado ao rim maduro (Chauvet et al., 2002). PC2, por
outro lado, ndo reproduziu este perfil de expressdo, apresentando uma expressao

difusa e homogénea ao longo dos segmentos tubulares avaliados (Figura 23B).
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Figure 23: Perfil de expressdo de policistina-1 e policistina-2 em cultura tridimensional de
células IMCD no 12 DIV.(A) Policistina-1; aumento original, 200x (a e b) (B) Policistina-2;
aumento original, 200x (a e b). Alexa Fluor 488.
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Figure 24: Perfil de expressdo de policistina-1 e policistina-2 em cultura tridimensional de
células IMCD no 6 DIV.(A) Policistina-1; aumento original,400x e (B) Policistina-2;
aumento original, 400x. Alexa Fluor 488

Esse perfil de expressio marcadamente assimétrico de PCl foi
quantitativamente confirmado pela razdo de intensidade de fluorescéncia de areas
ndo ramificadas por areas ramificadas de sete estruturas tubulares independentes para
cada proteina. A razéo de intensidade de sinal foi significativamente menor para PC1

(0.785 + 0.085) comparado a PC2 (0.999 + 0,095; p<0.001, Figura 25).
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Figura 25: Razdo de intensidade de fluorescéncia entre areas ndo ramificadas e
ramificadas, para policistina-1 e policistina-2. A comparagéo foi realizada utizando-
se o teste t com dados representados como média + DP. ***p<0.001 versus PC2.

A caracterizacdo do perfil de expressdo de PD1 também foi alvo de nossas analises.
Nossos achados revelaram que estruturas tubulares derivadas de células IMCD
apresentaram marcacdo citoplasmatica (Figura 26), perfil consistente com o0s
resultados encontrados por Menezes e cols. (2004) estudando o botdo uretérico de

camundongos e estruturas tubulares embrionérias.

Figura 26: Perfil de expressdo de poliductina em cultura tridimensional de células
IMCD no 12 DIV. Aumento original, 200x. Alexa Fluor 488.
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5. DISCUSSAO

A formacdo de tObulos renais € um exemplo tipico de como estruturas
epiteliais ductais sdo essenciais para uma série de funcles vitais. A tubulogénese
consiste, de fato, no processo mais complexo de arquitetura epitelial, requerendo
uma coordenacdo refinada de um grande numero de processos celulares e
moleculares. Entre eles, destacam-se a mitose, apoptose, polarizagdo, diferenciagéo,
adesdo, motilidade, organizacdo do citoesqueleto, protedlise e uma série de vias de
sinalizacdo intracelular (Karihaloo et al., 2005; Pohl et al., 2000). O
desenvolvimento de estruturas tubulares renais ocorre atraves da extensdo de
processos celulares, seguidos da expansao progressiva de corddes multicelulares, sua
ramificacdo e formacdo de lumen. A formacéo luminal, por sua vez, é consequéncia
do estabelecimento da polaridade celular, a base bioldgica para as funcbes de
transporte tubular (Pohl et al., 2000). Vale notar que a aquisicdo da polaridade
celular apico-basolateral envolve processos dinamicos e interdependentes, incluindo
0 estabelecimento de complexos juncionais intercelulares, a reorganizacdo do
citoesqueleto e a especificacdo dos dominios de membrana (Lubarsky et al., 2003).

Embora estudos in vivo tenham elucidado aspectos importantes da
tubulogénese renal, algumas caracteristicas fundamentais e mecanismos envolvidos
na formacdo tubular s6 podem ser estudados em modelos in vitro. O
desenvolvimento de modelos de culturas celulares tridimensionais, contendo
matrizes especificas, permite a formacdo de estruturas tubulares a partir de células
epiteliais, com caracteristicas e organizacdo semelhantes as encontradas nos tecidos
(Karihaloo et al., 2005; Barros et al., 1995). As linhagens celulares MDCK e IMCD,
por sua vez, tém-se mostrado apropriadas para o cultivo tridimensional e para ensaios
de tubulogénese (Barros et al., 1995; O’Brien et al., 2002).
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Tubulogénese in vitro e polaridade celular apico-basolateral e planar

A polaridade caracteristica de células epiteliais resulta de um programa de
polarizacéo epitelial que coordena a distribui¢do subcelular de lipideos e proteinas,
como as caderinas e as integrinas. Como consequéncia, as superficies apical e
basolateral do epitélio polarizado estdo equipadas com populacBes distintas de
canais, transportadores e bombas, sendo uma condicdo indispensavel para o
transporte vetorial de soluto e fluido (Caplan., 1997).

A manutencdo continua da polaridade basolateral em epitélios é essencial
para a integridade e funcdo dos o¢rgdos epiteliais. Nos rins, este processo é
especialmente critico, onde as funcbes primarias de reabsorcdo e secre¢do sdo
possibilitadas pela distribuicdo polarizada de transportadores especificos, com o
dominio apical voltado ao lumen do néfron e a por¢do basal do dominio basolateral
voltada a ldmina basal (Bryant et al., 2008; Mellman et al., 2008). Alguns
marcadores protéicos para as juncfes ocludentes, como as proteinas zona occludens
1 a3 (Z01, ZO2 e 203, também conhecidas como proteinas de juncdes ocludentes,
TJP1-3), podem ser usados para identificacdo dessas juncdes por imunofluorescéncia
indireta.

As linhagens de células epiteliais renais, tais como MDCK, UB (derivada do
broto uretérico) e IMCD, em cultivo 3D em géis de colageno tipo I, sdo utilizadas
para analises dos mecanismos de tubulogénese e ramificacdo epitelial (Rosen et al.,
1994; Barros et al., 1995). MDCK tem uma tendéncia cistogénica in vitro sob
condi¢BGes 3D e, quando se acrescenta 0 HGF, as células passam a tubulogénese
(Williams e Clark, 2003). Nesse sistema, muitas vezes, o HGF sé é acrescentado
apos o quarto DIV, induzindo a tubulogénese a partir do cisto ja mais desenvolvido.
As tendéncias a cistogénese ou tubulogénese, bem como a formagdo luminal,
dependem logicamente do padrdo de expressao génica do tipo celular em
determinadas condigdes, possibilitando interacdes entre macromoléculas do seu
repertorio e com outras do meio externo, na matriz extracelular e no meio de cultura.
Tubulogénese de IMCD em Matrigel também foi demonstrada, a semelhanca de
relatos anteriores para esse tipo celular em colageno tipo I. Em ambos os casos, a

eficiéncia do sistema tubulogénico dependeu da expressao de integrinas al-B1 por
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IMCD, receptoras eficientes para coladgeno e laminina. Essa situagéo contrastou com
dados obtidos com a linhagem UB, que apresentou padrdo de expressao de integrinas
diferente da de IMCD, inviabilizando a tubulogénese 3D pela baixa afinidade com
colageno tipo I. A formagdo de lumen ndo foi avaliada nesses sistemas. A
procedéncia do soro animal utilizado in vitro e o nimero de passagens da linhagem
celular imortalizada podem influenciar o fenétipo tubulogénico (Williams e Clark,
2003). Variacdes nesses fatores ndo influenciaram nossas condi¢des de cultivo 3D
(dados nao mostrados).

Em nosso modelo, a ressuspensdo das células IMCD em matrizes de colageno
tipo | / Matrigel aumentou a viabilidade celular e levou & formagdo de estruturas
tubulares com Iumen. Seccbes seriadas de géis 3D com células IMCD foram
realizadas por meio de microscopia confocal no 12° DIV, revelando a presenca de
limen em varias estruturas tubulares avaliadas. Assim como j& foi descrito para
modelos de tubulogénese celular usando células MDCK, HGF desempenhou um
papel fundamental na inducdo desse processo em nosso modelo (Santos et al., 1993).
Nossos resultados revelaram, de fato, que as células IMCD ressuspensas em Matrigel
3D puro formaram apenas cistos, mesmo na presenca de HGF, enquanto em Matrigel
/ colageno tipo I suplementado com HGF formaram estruturas tubulares ramificadas
com limen. Nossos dados corroboraram o trabalho de Karihaloo e cols., que também
utilizaram células IMCD em modelos de tubulogénese (Karihaloo et al., 2005). Em
nosso sistema, a formacdo de estruturas alongadas iniciou-se no 2° DIV, ao passo
que lumen foi observado entre 10-14 DIV,

A formacédo luminal é diretamente relacionada a polaridade celular epitelial
apico-basolateral, um processo acompanhado pela formacdo de jungdes ocludentes,
estruturas que separam os dominios, apical e basolateral. Interessantemente, as
células epiteliais provenientes de estruturas cisticas perdem temporariamente sua
polaridade, porém a recuperam durante a tubulogénese, sugerindo que a regulacéo de
juncdes célula-célula seja importante para a formacéo tubular (Pollack et al., 1998).
E interessante notar que complexos juncionais sofrem rearranjos durante a
tubulogénese (Pollack et al., 1998). Neste trabalho, observamos que a proteina ZO-1,
presente nas juncdes ocludentes, foi expressa em sitios de contato célula-célula das
estruturas tubulares no 12° DIV, resultado consistente com expressao na transicéo
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apico-lateral da membrana plasmatica. Esta observacdo se alinha a um estudo
anterior, que relata a permanéncia de ZO-1 em sitios de contato célula-célula durante
a formacdo de tdbulos (Pollack et al., 1998). Nossos resultados mostram, portanto, o
desenvolvimento de polaridade em tdbulos induzidos in vitro, apoiando a premissa
de que polaridade e reorganizacdo da membrana Sd0 processos essenciais para a
tubulogénese.

A proteina B-catenina também parece desempenhar um papel central na
tubulogénese, através da sua ligacdo a proteina APC (Pollack et al., 1998). Essa
interacdo promove a organizacdo dos microtibulos e consequente regulacdo da
migracdo celular, permitindo a necessaria extensdo celular para a formacdo de
tubulos. Nossos experimentos mostraram que a B-catenina apresenta um padréo de
marcacdo intensa nas junc¢des célula-célula no 12° DIV, associado a uma marcacéo
citoplasmatica discreta. Esse acimulo de B-catenina nas juncdes célula-célula é
consistente com sua translocacao do citoplasma para a membrana plasmaética e apoia
a formacéo de tubulos bem diferenciados.

A tubulina o acetilada mostrou, por sua vez, um perfil de expressdo
citoplasmatico e submembranoso consistente com a disposi¢do dos microtibulos, um
achado que apoia o papel fundamental da organizacdo do citoesqueleto na
tubulogénese. A acetilacdo de tubulina estd associada ao aumento da estabilidade de
microtibulos, como no fuso mitético, cilio, flagelo ou como observamos no
citoplasma, de forma subjacente a membrana plasmatica, com aspecto bem definido,
nas células IMCD em tdbulos. Ndo se observou cilio primario em nenhuma
preparacdo, embora as condicGes de analise ndo tenham sido adequadas, uma vez que
ndo se utilizou uma magnificagdo apropriada, marcacdo dupla para precisar sua
localizacdo ou microscopia eletronica de varredura. Este € um aspecto interessante a
se pesquisar, uma vez que PKD e TSC sdo patologias que vém sendo caracterizadas
como ciliopatias, transtornos que acometem o cilio primario de células especificas.
Em modelos animais, demonstrou-se que PC1, hamartina e tuberina regulam o
comprimento e a orientacdo do cilio priméario de células renais (Bonnet et al., 2009).
Como demonstrado por Fischer et al (2006), a orientacdo do fuso mitético em células

epiteliais é distorcida de forma significativa nas células epiteliais renais de modelos
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animais com PKD. Esses achados sédo exemplos da deficiéncia da polaridade planar
celular em TSC e PKD.

Acredita-se que o processo de tubulogénese com formacéo de limen se inicia
com a extensdo de processos celulares, seguida pelo desenvolvimento de corddes
multicelulares em ramificacdo e, finalmente, a formagdo luminal. A formacao
luminal tem como pré-requisito o estabelecimento de polaridade celular, com a
definicdo dos dominios apical e basolateral. Alguns fatores envolvidos na
ramificacdo de tdbulos tém também um papel na inibicdo da formacdo luminal.
Enquanto a ramificacdo do tubulo envolve intensa proliferacdo, migracdo e
remodelagem de adesdo celular, a formacdo luminal parece depender de um
equilibrio entre indices de proliferacdo celular e apoptose, como demonstrado para
células epiteliais derivadas da glandula mamaria (Debnath et al., 2002). Na linhagem
de rim embrionério, UB, a formacé&o luminal em sistema 3D € dependente do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF1), mas de forma ainda inferior ao meio
condicionado de cultura de fibroblasto, filtrado (Sakurai et al., 1997). Nossas analises
com meio condicionado ndo resultaram em resultados satisfatorios (dados nédo
mostrados). Em nenhum experimento omitimos o soro fetal bovino da mistura para
formacdo do gel de colageno tipo I. Por outro lado, como descrito, ndo adicionamos
SFB ao gel de Matrigel® puro (somente ao meio de cultura). Desta forma, a
tendéncia cistogénica observada nestas condicGes pode ser devido a falta de fatores
de crescimento e ndo somente ao componente da matriz extracelular.

A constituicdo do Iimen é um processo complexo e gradual que envolve
apoptose e proliferacdo celular seletivas no tibulo em desenvolvimento (O’Brien et
al., 2002). Interessantemente, as estruturas tubulares do 12° DIV apresentaram taxa
de proliferacdo celular significantemente maior e taxa de apoptose significantemente
menor que as estruturas alongadas do 6° DIV. Esses resultados estdo de acordo com
a coordenacdo entre proliferacdo e apoptose celular durante tubulogénese e expande
esse conceito, corroborando o modelo de “cavitagdo”, em que, nos estagios iniciais
da tubulogénese, células internas do corddo que ndo tenham contato com a matriz
extracelular morrem, permitindo a criacdo de um espaco luminal (Datta et al., 2001).

Nickel e colaboradores demonstraram que, no curto prazo, as células IMCD

expressam o dominio C-terminal da policistina 1 que estd intimamente ligada a
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formacéo de tubulos contendo limen. Nos ensaios tubulogénicos realizados no longo
prazo em celulas IMCD, ocorre um truncamento do dominio C-terminal da
policistina-1 impedindo a tubulogénese in vitro. Nos ensaios realizados em uma
mistura de Matrigel e colageno tipo I, as células IMCD superexpressando o dominio
C-terminal da policistina-1 demonstraram extenso alongamento e ramificagéo
durante os primeiros dias de cultura, resultando na formacédo de estruturas lineares
multicelulares ramificadas no quarto dia. Mais tarde, estas estruturas desenvolveram
tubulos com lumen central. Em contraste a expressao do mutante truncado da
policistina-1, ndo houve processo de ramificacdo durante os dias iniciais de cultura,
resultando na formagdo de estruturas esféricas multicelulares e sem Iimen durante o

cultivo por quatro a cinco dias (Nickel et al., 2002).

Expressédo de hamartina e tuberina in vitro durante tubulogénese de IMCD

Tuberina e hamartina sdo amplamente expressas em tecidos de mamiferos,
particularmente em estagios de desenvolvimento embrionario (Murthy et al., 2000;
Murthy et al., 2001). Embora essas proteinas sejam co-expressas em muitos tipos
celulares, algumas células expressam apenas uma delas (Murthy et al., 2000; Murthy
et al., 2001). Em camundongo, tuberina e hamartina sdo expressas de forma ubiqua
nos dias E13, E16 e E19, porém sua expressdao é reduzida progressivamente até a
fase adulta, quando passam a se concentrar no cérebro (Murthy et al., 2001). Essas
observacdes sdo consistentes com o fato de o TSC ser considerado um transtorno do
desenvolvimento, com manifestacGes que se estendem ao longo do periodo pos-natal
mas cujas malformacdes devem ter sido definidas in utero.

Um estudo detalhado de imunofluroescéncia indireta de rins de ratos analisou
a distribuicéo das proteinas hamartina e tuberina. Elas séo co-expressas no segmento
distal do néfron, compreendendo o tabulo contorcido distal, 0 segmento conector e 0
ducto coletor, no cortex e medula renais, embora hamartina tenha uma distribuicao
mais abrangente que tuberina e cada proteina possa ser observada de forma isolada
em diferentes segmentos. Nos tabulos distais e ductos coletores, tuberina tem uma
localizacdo restrita as células intercalares do tipo A, enquanto hamartina é

encontrada também nas do tipo B e células principais. Hamartina localiza-se no
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dominio apical da membrana dessas células e no citoplasma adjacente, enquanto
tuberina é difusamente citoplasmatica e pode se colocalizar com a hamartina no
dominio apical da membrana. Em algumas células, tuberina foi observada no
dominio basolateral sem distribuicdo apical. De forma diferente da tuberina,
hamartina é expressa na porcdo ascendente da alca de Henle e em células
justaglomerulares produtoras de renina (Murthy et al., 2000). A ndo deteccdo de
hamartina no dominio apical de células IMCD em estruturas tubulares, no presente
estudo, pode se dever a falta de observacdo de lumen nas estruturas analisadas. Por
outro lado, a hamartina foi detectada in vivo no rato, em co-localizagédo com tuberina,
préximo & membrana plasmatica e espaco submembranoso em células e tabulos.
Modelos de camundongos modificados geneticamente, nocaute em heterozigose para
Tscl ou Tsc2, desenvolvem ciastadenomas e carcinoma de célula renal, com
frequéncia maior para Tsc2”" que para Tscl* e, para ambos os casos, ha
identificacdo do evento mutacional soméatico (Kobayashi et al., 1999; Onda et al.,
1999; Kobayashi et al., 2001; Kwiattkowski et al., 2002). Comparados a todas as
lesbes ja observadas nos modelos animais para TSC, os cistadenomas renais sao as
mais frequentes. Os cistos renais observados nesses modelos sdo menores e menos
numerosos do que os cistadenomas. O predominio de cistos nos animais mais jovens
corrobora um modelo em que essas lesdes progredirdo a cistadenomas e
posteriormente a carcinoma de célula renal. Este modelo é apoiado pela menor
frequéncia de perda de heterozigosidade nos cistos que em cistadenomas e carcinoma
de célula renal, sugerindo que a haploinsuficiéncia de Tscl ou Tsc2 seja suficiente
para 0 aparecimento dos cistos renais e um segundo evento mutacional necessario
para seu desenvolvimento em cistadenomas (Wilson et al., 2006).

Estes estudos indicam que o modelo de tubulogénese in vitro, apresentado aqui, em
que hamartina e tuberina sdo co-expressas em celulas IMCD e se colocalizam, deve
ser mais bem explorado, visando & modificacdo genética dessas células pela
repressdo da expressdo de um ou ambos 0s genes Tscl ou Tsc2, bem como em
associacdo a modificacdo genética de Pkdl ou Pkd2. Aspectos interessantes a serem
investigados com esse tipo de experimento incluem os efeitos dessas proteinas sobre
a adesdo celular, além das polaridades apico-basolateral e planar da célula, como
mencionado acima. A perda da tuberina estd associada a perda de adesao celular e
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favorece a invasdo celular ao ativar a via de B-catenina e redirecionar caderina E para
fora da membrana plasmatica (Li et al., 2003; Barnes et al., 2010). O substrato de
matriz extracelular de culturas 3D é muito apropriado a esse tipo de analise de
adesdo e invasao celular.

Nossos resultados revelaram expressao citoplasmatica de tuberina e hamatina
em células tubulares no 12° DIV, com co-localizacdo acentuada e relativamente
homogénea. Esse mesmo padrédo de expresséo foi observado nas estruturas alongadas
no 6° DIV. As andlises de Western blot confirmaram a expressdo de tuberina e
hamartina em tubulos in vitro. Tais resultados sdo consistentes com sua alta
expressdao em estruturas em desenvolvimento, com sua esperada localizagdo
subcelular citoplasmaética, com sua interagdo fisica direta e com seus papéis de
proliferacdo e crescimento celular. Nossos dados sugerem, portanto, papéis
integrados de tuberina e hamartina nas fases iniciais da tubulogénese renal.

Embora PKD grave em pacientes com TSC acontega mais frequentemente
pela deficiéncia de PC1 devido a sindrome de delecdo contigua dos genes TSC2 e
PKD1 (Dixon et al., 2011), a tuberina interage funcionalmente com PC1 de diversas
formas. Primeiramente, a deficiéncia de tuberina retém PC1 no complexo de Golgi
(Kleymenova et al., 2001). Sabe-se que tuberina modula os efeitos de fatores de
crescimento na via do mTOR através da inibicdo da pequena GTPase rheb,
integrando crescimento, proliferacédo e diferenciacdo celulares (Tee et al., 2003; Inoki
et al., 2003). De forma semelhante as células sem tuberina, células epiteliais renais
de individuos com ADPKD e modelos de pKD em camundongo apresentam mTOR
hiperativo (Schillingford et al., 2006). A regido C-terminal de PC1 interage com
tuberina, regulando o tamanho celular de forma dependente de mTOR, prevenindo a
fosforilagédo inativadora de tuberina pelas cinases reguladas por sinal extracelular
(ERK) na serina 664 ou AKT na serina 939 (Distefano et al., 2009; Dere et al.,
2010).

66



Expressdo de PC1 e PC2 in vitro durante tubulogénese de IMCD

PC1 e PC2 sdo proteinas de membrana que interagem fisicamente e formam
um complexo, regulando proliferacéo celular, diferenciacdo celular e apoptose, além
de desempenhar um papel importante nas interacdes célula-célula e célula-matriz
(Zhou et al., 2009). PCl é expressa na membrana plasmatica, vesiculas
citoplasmaticas, cilio apical primario e, provavelmente, no reticulo endoplasmatico e
no nucleo, enquanto PC2 é expressa predominantemente na membrana do reticulo
endoplasmatico e, em menor quantidade, na membrana plasmaética, cilio apical
primario e centrossomo (Torres et al., 2009). A expressdo de PC1 é substancialmente
maior em tecidos em desenvolvimento, apresentando uma diminuicdo drastica em
tecidos adultos (Geng et al., 1996). Ao longo da nefrogénese, PC1 é expressa nos
ductos de Wolf e tibulos mesonéfricos em embrifes humanos de 5-6 semanas e nos
tubulos proximais em embrides de 10 semanas. Este nivel persiste até a 242 semana
(Chauvet et al., 2002). Em seguida, os niveis de expressdo diminuem
acentuadamente, atingindo niveis muito baixos no rim adulto. PC2, por outro lado, é
expressa durante toda a nefrogénese (Chauvet et al., 2002). PC2 também é observada
nos ductos de Wolf e tubulos mesonéfricos na 52-6% semanas de vida embrionaria
mas também no broto uretérico e blastema metanéfrico. Na 10* semana embrionaria,
PC2 é detectada nas ramificacbes do broto uretérico e nos néfrons em
desenvolvimento. Entre 10-38 semanas sua expressdo diminui no tubulo proximal,
mas permanece alta nos tubulos distais e ductos coletores corticais, padrdo que se
mantém nos rins maduros.

O papel da PC1 na tubulogénese foi previamente analisado utilizando células
MDCK transfectadas com PKD1, cultivadas em um sistema de cultura 3D sem a
adicéo de fatores de crescimento (Boletta et al., 2000). PC1 reduziu notavelmente a
proliferacdo celular, induziu resisténcia a apoptose e permitiu que as células
progredissem a tubulogénese. Células MDCK que néo receberam o constructo de
PKD1, ao contrario, deram origem apenas a estruturas cisticas. Esses dados
demonstraram de forma elegante o papel da PCl no desenvolvimento da

tubulogénese. Além disso, utilizando uma mistura de Matrigel / colageno tipo I, na
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auséncia de fatores de crescimento, Nickel e cols. demonstraram que células IMCD
transfectadas de modo a expressarem a porcdo C-terminal da PC1l formaram
estruturas multicelulares com ramificacdes lineares e presenca de Iimen (Nickel et
al., 2002). Em linha com tais observacGes, também se mostrou que PC2 esta
envolvida na modulacgéo de proliferacdo e morfogénese com ramificagdo de celulas
epiteliais renais (Grimm et al., 2006). Nossos resultados mostraram que as células
tubulares apresentaram marcagdo para PC1, porém a marcagdo mostrou-se maior nas
porcdes ramificadas que nas ndo ramificadas das estruturas tubulares no 12° DIV. A
expressao de PC2, por sua vez, foi detectada de forma homogénea ao longo dos
segmentos tubulares. Células das estruturas alongadas no 6° DIV também
apresentaram marcacdo para PC1l e PC2. Estes resultados sdo consistentes com o
perfil de expressao diferenciado e variavel da PC1, bem como com o perfil de
expressdo mais homogéneo de PC2 durante a nefrogénese. Ambas as proteinas
apresentaram predominantemente expressao citoplasmatica, com marcacdo irregular,
fraca e puntiforme na membrana plasmatica. Nossos resultados estdo, portanto, de
acordo com as observacbes de que a superexpressdao de PC1 completa ou de sua
porcdao C-terminal induzem migracdo celular e morfogénese em células epiteliais
renais (Nickel et al., 2002; Boca et al., 2007) e medeia ades&o celular, organizacao
do citoesqueleto e desenvolvimento de polaridade celular planar (Luyten et al.,
2010). Nossos resultados apoiam, além disso, papéis relevantes e precoces de PC1 e
PC2 no processo de tubulogénese.

PKHD1 é altamente expresso no rim, e em niveis mais baixos no figado,
pancreas e pulmao (Menezes et al., 2004; Ward et al., 2003). PD1 é expressa no cilio
apical primario, membrana plasmatica luminal e citoplasma de células derivadas de
ductos coletores (Menezes et al., 2004; Ward et al., 2003), e esta envolvida na
tubulogénese (Mai et al.,2005). Sua down-regulation em células IMCD de
camundongos levou a diminui¢do da proliferacdo celular e a um aumento da morte
celular. A expressdo citoplasmatica difusa observada em células tubulares no 12°
DIV é apoiada por observacgdes de Menezes e cols. no broto uretérico e em estruturas
tubulares embrionérias (Menezes et al.,2004). Esses achados estdo em concordancia
com a observacdo de que a down-regulation de PD1 resulta em comprometimento

das interacGes célula-célula, desorganizacdo do citoesqueleto, reducdo da adesdo
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dependente de integrinas e aumento da apoptose, apoiando um papel determinante
para PD1 na tubulogénese.

O fendtipo cistico renal abrange indmeros mecanismos celulares e de
desenvolvimento coordenados, que se encontram alterados na TSC, ADPKD e
ARPKD. Nosso estudo demonstrou que as proteinas codificadas pelos genes mutados
nessas doencas sdo expressas ao longo da tubulogénese in vitro, seguindo padrGes
que sdo consistentes com suas funcdes e propriedades, assim como com O
desenvolvimento de tubulos renais bem diferenciados. Nossos resultados sugerem,
ainda, interacdes entre algumas dessas proteinas durante o processo de tubulogénese.
No entanto, enquanto 0s nossos resultados sugerem uma coordenacdo funcional entre
tuberina, hamartina, policistina-1, policistina-2 e poliductina na formacéo tubular,
analises moleculares, bioquimicas e de expressao mais profundas sdo necessarias

para elucidar esse processo.
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6. CONCLUSOES

1. Células IMCD, cultivadas sob condi¢6es 3D, em presenca de colageno tipo I,
tendem a formar cordGes multicelulares que se ramificam a partir do quinto
DIV. O acréscimo de HGF intensifica a formacdo de cordGes e ramificaces,
observados desde o primeiro DIV, que ficam mais intensos a partir do
terceiro DIV.

2. O cultivo 3D de IMCD em Matrigel, na auséncia de HGF, favorece a

formacdo cistica in vitro.

3. A combinacdo de Matrigel e colageno tipo I em duas fases, com HGF no
meio de cultura, permitiu a tubulogénese e lumenogénese a partir de cistos in

vitro.

4. Durante a tubulogénese, a apoptose, evidenciada pela marcacdo com anti-
caspase 3 ativa, foi mais significativa no sexto DIV que no 12° DIV. Células
proliferativas, na fase S do ciclo celular, apresentaram-se de forma sincrénica
no 12° DIV. Estas células foram significativamente mais abundantes no 12°
DIV que no 6° DIV.

5. A expressdo de hamarina e tuberina em células IMCD aumentou apds sua
semeadura em sistema 3D. Nao foi possivel a deteccdo da hamartina ou
tuberina em dominio apical ou basolateral. No entanto, nas preparagdes

utilizadas néo se observou limen nos tubulos.

6. PD1 distribuiu-se homogeneamente no citoplasma, enquanto PC1 e PC2
localizaram-se predominantemente no citoplasma mas também, em menor

intensidade e de forma pontual, na membrana plasmatica.

7. PC1 distribuiu-se com maior frequéncia nas células de pontos de ramificacao
dos tdbulos que nas células de porcbes ndo ramificadas, um padrdo nao

observado para PC2.
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8. Nossos dados indicam que o sistema de cultivo tridimensional de IMCD,
estabelecido in vitro, é apropriado ao estudo funcional das relagdes entre PC1,
PC2, PD1, tuberina e hamartina.
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ABSTRACT

Background: Tuberous sclerosis complex (TSC) and autosomal dominant and
recessive polycystic kidney diseases (ADPKD and ARPKD) are monogenic diseases
associated with renal cystogenesis. The products of the genes mutated in these
disorders, respectively tuberin and hamartin for TSC, and polycystin-1 (PC1),
polycystin-2 (PC2) and polyductin/fibrocystin (PD1) for PKD, modulate cell
proliferation, differentiation, apoptosis, growth and/or migration. Methods: We have
employed an IMCD tridimensional cell culture system to characterize their expression
profiles along tubulogenesis. Results: Using a type | collagen/Matrigel matrix and
hepatocyte growth factor (HGF), the formation of elongated structures initiated 2 days
after in vitro plating (2 DIV) while lumen developed between 10-14 DIV. Active
caspase-3 labeling was more intense in initial phases of tubulogenesis while Ki-67
staining was uniformly pronounced in later stages. Tuberin and hamartin showed
cytoplasmic expression and marked co-localization at 6 and 12 DIV. PC1 displayed
higher expression in branching than non-branching portions at 12 DIV, a pattern not
verified for PC2. These proteins presented cytoplasmic and occasional, punctate
membrane expression. PD1 also showed cytoplasmic expression. Conclusions: Our
data suggest that apoptosis and synchronous cell cycling during in vitro tubulogenesis
are more remarkable, respectively, in early and later steps of tubule formation. In
addition, our findings demonstrate that the TSC and PKD proteins are expressed in
vitro during tubulogenesis, supporting an important role for tuberin-hamartin
interaction in tubular formation, and are consistent with the differential PC1

expression pattern observed during nephrogenesis.

Keywords: Tuberin, Hamartin, Polycystin-1, Polycystin-2, Protein Expression,

Tubulogenesis
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Short Summary:

We used an IMCD tridimensional cell culture system to characterize the expression
profiles of tuberin, hamartin, polycystin-1, polycystin-2 and polyductin/fibrocystin, as
well as cell mechanisms, during tubulogenesis. Lumen formation occurred between
10-14 days after in vitro plating (DIV). Interestingly, 12-DIV tubules displayed higher
cell proliferation and lower apoptotic rates than 6-DIV elongated structures,
suggesting that apoptosis is more intense in initial phases of tubulogenesis and cell
proliferation is more pronounced in later stages. Tuberin and hamartin showed
cytoplasmic expression with marked co-localization, while PC1 displayed higher
expression in branching than non-branching portions, an observation consistent with

the differential PC1 expression verified during nephrogenesis.
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INTRODUCTION

Tuberous sclerosis complex (TSC), autosomal dominant polycystic kidney disease
(ADPKD), and autosomal recessive polycystic kidney disease (ARPKD) are
monogenic systemic diseases classically associated with renal abnormalities. While
ADPKD is characterized by the bilateral development of multiple renal cysts,
progressive increase in Kidney size, disruption of the organ architecture and a gradual
loss of renal function (1), most TSC patients develop renal angiomyolipomas and a
smaller portion of them kidney cysts (2). ARPKD, in turn, is associated with diffuse
dilation of collecting tubules, nephromegaly and renal function decline (3). ADPKD is
the most common life-threatening human monogenic disease. Approximately 50% of
the cases, in fact, reach end-stage renal disease (ESRD) by the end of the sixth decade
of life (4). Although ESRD may occur in some TSC patients, most of the clinically
relevant renal complications are related to angiomyolipomas or, in nearly 5% of the
patients, to PKD due to a contiguous gene deletion syndrome (5). ARPKD typically

affects the kidneys and the biliary tract, and is primarily a pediatric disorder (6).

TSC is caused by mutations in one of two genes, TSC1 (Tuberous Sclerosis Complex
1) or TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2). They function as tumor-suppressor genes
and encode, respectively, hamartin (160 kDa) and tuberin (200 kDa) (7). Such proteins
form a macromolecular complex involved in the regulation of cellular proliferation,
differentiation, growth and migration (8), as inhibitors of the mTOR (mammalian
target of rapamycin) pathway (9). ADPKD is also genetically heterogeneous,
occurring due to mutations in PKD1 (Polycystic Kidney Disease 1) or PKD2
(Polycystic Kidney Disease 2). These genes encode, respectively, the integral
membrane glycoproteins polycystin-1 (PC1, 485 kDa) and polycystin-2 (PC2, 110
kDa), also associated with modulation of cell proliferation, differentiation, apoptosis
and migration (1, 10). ARPKD, on the other hand, is genetically homogeneous, due to
mutations in the PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1) gene (11, 12),
which encodes a large membrane protein, polyductin/fibrocystin (PD1), a likely

regulator of ductal structure formation (13).
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Tubulogenesis is part of branching morphogenesis that takes place during
development of epithelial organs, such as the kidneys, and is regulated by distinct,
coordinated cell processes (14). Hamartin, tuberin, PC1, PC2 and PD1 are
developmental proteins directly involved in nephrogenesis. PC2 is a nonselective
cation channel permeable to Ca™, whose activity is modulated by PC1 (15). This
protein, in turn, is thought to function as a membrane receptor, as well as an adhesion
molecule (1). PC1 has been shown to inhibit cell proliferation and apoptosis and
induce spontaneous tubulogenesis in MDCK (Madin-Darby canine kidney) cells,
suggesting that its control on cell proliferation is crucial to allow renal epithelial cells
to evolve to terminal differentiation, without succumbing to apoptosis (16). The PC1-
PC2 interaction and the relationship between their expression profiles along
tubulogenesis, however, remain unclear. PD1 is also thought to function as a
membrane receptor, although potential alternative isoforms may act as ligands (17).
Notably, PD1 inhibition hampers tubulogenesis in IMCD (inner medullary collecting
duct) cell cultures (18). Hamartin and tuberin have been detected in kidney distal
tubules, connecting segment and collecting ducts (19), and are essential to establish
and maintain apico-basolateral and planar cell polarity in the mouse and rat renal
epithelia (20, 21, 22, 23). Tuberin is necessary for the proper subcellular localization
of PC1 (24). In addition, mouse kidney cells deficient in either PKD or TSC proteins
have increased mTOR activity (25), and cyst formation and development may be
blocked by mTOR inhibition (23, 26). Although a molecular relationship has been
established among TSC and PKD proteins, an in vitro system suitable for studying
them during tubulogenesis is lacking.

In the current study, we have used an IMCD tridimensional (3D) cell culture system
and characterized the cellular and subcellular tuberin, hamartin, PC1, PC2 and PD1
expression profiles during in vitro tubulogenesis, as well as the coordination of
proliferation and apoptosis in this process. All five proteins are expressed during
initial and late phases of tubulogenesis, whereas PC1 is at higher levels in the
branching portions of the tubule. Apoptosis is more pronounced in the early stage of
tubule formation while cell proliferation is more intense in later stages. Our results,

therefore, support the participation of tuberin, hamartin, PC1, PC2 and PD1 in
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tubulogenesis and clarify the coordination of cellular processes during tubule

formation.
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METHODS

IMCD Three-Dimensional Cell Culture System

IMCD (m-IMCD3, mouse inner medullary collecting duct) cells were cultured under
two-dimensional (2D) conditions, at 37°C and 5% CO,, in complete medium (DMEM
high glucose - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - with 10% fetal bovine serum
(FBS) and 1% penicillin and streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA). A
tridimensional (3D) in vitro cell culture system was established in 24-well dishes
using an underlying gel mix (200 uL per well) containing 1x DMEM, 44 mM
NaHCO3 5% phosphate-buffered saline (PBS), 5% FBS, 35% complete medium and
3.44 mg/mL rat tail collagen type | (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) (27). The
upper gel (200 uL per well) was composed of 70% growth factor-reduced Matrigel
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) containing cells (4,000 cells per well), 1x
DMEM, 44 mM NaHCO3; 5% PBS, 5% FBS. The cell-containing upper gel was
plated on top of the underlying gel and incubated at 37°C. After gelification for 30
min, the gel was overlaid with complete medium with hepatocyte growth factor (HGF)
at a 50-ng/mL concentration. The culture medium was replaced on a daily basis to
maintain pH, nutrition and HGF levels, and the cultures were analyzed at 6 and 12

days after in vitro plating (DIV). Alternatively, 6- or 48-well dishes were employed.

Antibodies

The antibodies (Ab) used in the present study to detect the target proteins included a
rabbit anti-tuberin polyclonal Ab (1A22, Sigma Aldrich, St Louis, WI), a rabbit anti-
tuberin polyclonal Ab (C20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), a mouse
anti-hamartin monoclonal Ab (1B2, gently provided by Vijaya Ramesh, Massachusetts
General Hospital, MA), a rabbit anti-hamartin polyclonal Ab (HF6, gently provided by
Vijaya Ramesh, Massachusetts General Hospital, MA), a rabbit anti-PC1 polyclonal
Ab (5183, gently provided by Feng Qian, University of Maryland, MD), a rabbit anti-
PC2 polyclonal Ab (3314, gently provided by Feng Qian, University of Maryland,
MD), and a rabbit anti-PD1 polyclonal Ab (aPF2, generated and validated in our
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laboratory). We have also included subcellular markers to control our expression
analyses, using a rat anti-ZO-1 monoclonal Ab (Invitrogen, Carlsbad, CA), a mouse
anti-o—acetylated tubulin monoclonal Ab (Sigma Aldrich, St Louis, WI), and a rabbit
anti-B catenin polyclonal Ab (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cell proliferation and
apoptosis were evaluated employing, respectively, a rabbit anti-Ki67 monoclonal Ab
(SP6, Abcam, Cambridge, MA), and a rabbit anti-active caspase-3 polyclonal Ab
(Sigma, St Louis, WI).

Immunofluorescence

Cells from 3D cultures were fixed using 4% paraformaldehyde. Gels were washed in
PBS with 1 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,, permeabilized with 0.5% triton X-100 for 30
min, and blocked with 1% BSA/PBS solution for 40 min at room temperature (RT).
The primary antibodies 1B2, IA22, 5183, 3314 and aPF2 were employed in 10-, 50-,
500-, 500- and 5-fold dilutions, respectively, while anti-ZO-1, anti-B-catenin, anti-
acetylated o-tubulin, anti-Ki-67 and anti-active caspase-3 were used in 500-, 500-,
1,000-, 200- and 400-fold dilutions, respectively, in permeabilization buffer at RT.
The gels were washed in permeabilization buffer and submitted to a 4-h incubation
with the secondary antibody conjugated to either Alexa Fluor 594 or Alexa Fluor 488
(200-fold dilution) (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) at RT. Slides were
counterstained with DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), and mounted with Prolong

Gold mounting medium (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Confocal Microscopy

Confocal images were acquired with a Zeiss LSM 510 inverted laser scanning
confocal microscope (Germany). Quantitative analysis of co-localization was
supported by concomitant staining performance. The average co-localization intensity
of the 594 and 488 channels was established by grouping 1-um z sections, a process
described as p.zero. The evaluation of tuberin and hamartin co-localization, in turn,
comprised 13 selected images and, for each image, 13 fields were selected for

numerical analysis.
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Analyses of Cell Proliferation and Apoptosis

Incubations with the SP6 anti-Ki-67 and the anti-active caspase-3 Abs were carried
out overnight at 4 °C in 3D gels. Quantifications of Ki-67-positive nuclei and active
caspase-3-positive cells were performed under confocal microscopy at x200
magnification, yielding results expressed as positive nuclei/total nuclei (DAPI-
positive) and positive cells/total cells ratios, respectively. Twelve tubular structures

were analyzed in each case.

Polycystin-1 and Polycystin-2 Relative Expression Profiles is Tubular Structures

To quantify the relative distributions of PC1 and PC2 in different parts of the tubules,
signal intensity ratios between central, non-branching tubular portions and branching
regions were determined for both proteins in clear tubular structures and compared.
This procedure was performed using the Scion Image software (Scion Image,
Frederick, MD).

Western Blotting

Cells were collected from Matrigel using Cell Recovery Solution (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ) and then lysed with T-PER (Tissue Protein Extraction; Thermo
Scientific, Logan, UT) containing protease inhibitors. Lysates were pelleted to remove
cellular debris and Matrigel, followed by quantification of protein present in the
supernatant using the Bradford assay (Bio Rad, Hercules, CA). Fifty or 100-pg protein
samples were submitted to 4 or 6% SDS- polyacrylamide gel electrophoresis. The gels
were blotted into polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane following standard
conditions. Membranes were blocked overnight at 4C in Tris-buffered saline
containing 0.5% Tween 20 (TBST) and 5% nonfat milk. Primary antibodies were
diluted in TBST, 3% BSA, and incubated overnight at 4°C, followed by incubation
with horseradish peroxidase-conjugated secondary Abs (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Enhanced chemiluminescence detection (ECL) was performed according to the

manufacture’s instructions (GE Life Sciences, Piscataway, NJ).
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Statistical Analyses

The data were preanalyzed using the K-S test. When parametric, the analyses were
performed with nonpaired t test, and the results were presented as mean and standard
deviation. When nonparametric, we used the Mann-Whitney test between two
groups, and the data were presented as median (lower quartile to upper quartile).
Pearson correlation was applied for quantitative co-localization analysis. We have
accepted an o error < 5% to reject the null hypothesis. The tests were applied using
GraphPad 5.00 (Prism Software).
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RESULTS

IMCD Cells During in vitro Tubulogenesis

We have used a mouse IMCD 3D cell culture system to evaluate renal tubulogenesis,
since this is a kidney-derived cell line functionally relevant for the five target proteins
investigated in our study. The conditions employed allowed long-term viability to the
progressively formed multi-cellular structures, which reproduced the classical features

of tubulogenesis.

In the presence of HGF, formation of elongated structures was observed from the
second to the tenth DIV, a process that was accompanied by gradual development of
branches (Figure 1A and B). A considerable number of such structures displayed a
clearly defined epithelial monolayer and well-developed lumen, basic features of
constituted renal tubules (Figure 1A). Notably, tubular assembly was preceded by the
formation of cystic structures with lumen (data not shown). The transition from cyst to
lumen was characterized by the extension of cellular buds from cyst (Figure 1C),
followed by the formation of cellular strands (Figure 1C) and, finally, by the formation
of tubular structures with single-cell epithelia and well-defined lumen, as
demonstrated in Figure 1A through z section clustering. Based on the dynamic
analysis of elongated structure development and tubule formation, we established 6
DIV and 12 DIV as the adequate times to have the tubules fixed in 4%

paraformaldehyde and systematically analyzed.

Our analysis of lumen formation included the observation of ZO-1/TJP1 (zonula
occludens protein 1 or tight junction protein 1) expression, indicating tight junction
formation. In the IMCD-derived tubules, ZO-1 was detected at sites of cell-cell
contact consistent with apical-lateral membrane transition (Figure 1D and E). This
finding suggests achievement of polarity by 12 DIV. Our tubular structure
characterization has also included the analysis of acetylated o—tubulin, a protein of
stable microtubules. The expression pattern observed in the tubular cells was
consistent with this fact, displaying heterogeneous, sharp cytoplasmic and

submembranous signal (Figure 1A).
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Since epithelial tubulogenesis involves complex cellular rearrangements that require
cell adhesion and migration mechanisms, besides cell polarization, the in vitro induced
tubules were also analyzed for B-catenin, a protein that shuffles among the cytoplasm,
the plasma membrane and the nucleus (28, 29). B-catenin has been shown to modulate
microtubule organization and cell migration, participating in tubulogenesis (30). In our
IMCD tubular structures, B-catenin was mildly expressed in the cytoplasm and
presented signal accumulation in cell-cell interface (Figure 1B), following a pattern

consistent with developmental structures.

The analysis of 12 distinct tubular structures fixed at either 6 DIV or 12 DIV unraveled
significantly more cells in S-phase, labeled by the anti-Ki-67 antibody, at the latest
stage than earlier (85.1% [77.8 to 89.6] versus 36.7% [26.3 to 59.8]; p<0.0001,
Figures 2A). These data imply that these cells are in a proliferative state. Moreover, the
results suggest that tubular cell population at 12 DIV is more synchronous than six
days before. The apoptotic rate, on the other hand, measured by staining of active
caspase-3, was higher in 6-DIV elongated structures than in 12-DIV tubules (24.1%
[16.3 to 39.1] versus 4.2% [2.7 to 6.3]; p<0.001, Figures 2B).

Hamartin and Tuberin Expression in IMCD-Derived Tubules

The expression profiles of tuberin and hamartin were also analyzed in the tubular
structures at both 6 DIV and 12 DIV. On the 12" DIV, the 1A22 Ab revealed positive
cytoplasmic signal for tuberin (Figure 3A), a pattern also detected for hamartin by the
1B2 Ab (Figure 3B) nearly in all cells analyzed. Similar findings were obtained in
elongated structures at 6 DIV, for which a magnified image is shown in Fig. 3D.
Combined expression analyses showed, moreover, cytoplasmic hamartin and tuberin
co-localization, following a more extensive hamartin pattern than previously observed
in the rat kidney (19) (Figures 3C and D). Significant co-localization of these proteins
was confirmed by data analysis using Pearson correlation, which yielded R=0.62
(Figure 3E). Although no apical signal was detected for any of the proteins, no lumen
had been observed in that specific preparation. Yet, the most intense co-localization
signal between hamartin and tuberin was detected on the border of the cells,

suggesting plasma membrane or underneath cytoskeleton (Figure 3C). Western blot
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analyses of hamartin and tuberin in whole protein extracts from in vitro tubules
revealed bands at the expected molecular mass, confirming at an additional level the

expression of both proteins in these structures (Figure 3F).

Polycystin-1, Polycystin-2 and Polyductin Expression in IMCD-Derived Tubules

PC1 and PC2 had their expression profiles also investigated at 6 and 12 DIV. At 12
DIV, both PC1 and PC2 displayed predominant cytoplasmic expression in tubular
cells, with much less intense, irregular and punctate membrane signal (Figure 4). Six-
DIV structures displayed cystoplasmic staining for both proteins (Figure 4).
Interestingly, PC1 showed higher expression in branching areas of tubulogenesis than
in non-branching tubular portions at 12 DIV (Figure 4), a profile consistent with its
significantly higher levels in early nephrogenesis than in mature kidneys (31). PC2, on
the other hand, did not reproduce this expression feature, being diffusely detected in
the cytoplasm of tubular cells but following a homogeneous pattern throughout the
evaluated tubular segments (Figure 4). The remarkable PC1 asymmetric expression
profile in in vitro tubulogenesis was quantitatively confirmed by the determination of
PC1 and PC2 signal intensity ratios between non-branching and branching tubular
portions in seven independent tubular structures for each of the proteins. The
mentioned ratio was indeed significantly lower for PC1 (0.785 + 0.085) than for PC2
(0.999 + 0,095; p<0.001, Figure 4).The characterization of PD1 expression was also
part of our analysis. Our findings reveal that the IMCD cells forming the tubular
structures displayed PD1 staining in the cytoplasm (Figure 4), a pattern that is
consistent with Menezes et al’s results in mouse ureteric bud and tubular structures in

embryonic life (17).
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DISCUSSION

The formation of renal tubules is the most typical example of how epithelial ductal
structures are essential for a number of vital functions. Tubulogenesis is, in fact, the
most complex process involving epithelial architecture, requiring refined coordination
of a large number of cellular and molecular processes. Among them, mitosis,
apoptosis, polarization, differentiation, adhesion, motility, cytoskeleton organization,
proteolysis and a series of signaling pathways stand out (32, 33). The development of
renal tubular structures occurs through the extension of cellular processes, followed by
progressive expansion of multi-cellular cords, their branching and lumen formation.
Luminal formation, in turn, is a consequence of the establishment of cell polarity, the
biological basis for tubular transport functions (33). Notably, apico-basolateral cell
polarity acquisition involves dynamic and interdependent processes, including
assembly of intercellular junctional complexes, cytoskeleton reorganization, and

membrane domain specification (34).

While in vivo studies have elucidated important aspects of renal tubulogenesis, the
assessment of several fundamental features and mechanisms of tubular formation can
only be performed in in vitro models. Tridimensional cell culture models using
specific matrices allowed the development and assembly of epithelial cells into tubular
structures with tissue-like organization (32, 35). MDCK and IMCD cells have been
shown to be appropriate to reach tubulogenesis (35, 36).

In our system, the resuspension of IMCD cells in a type | collagen/Matrigel matrix
increased cell viability and led to the formation of lumen-containing structures. As it
has been reported for MDCK cell-based in vitro tubulogenesis, HGF played an
essential role to induce this process in our model (37). Our findings revealed, indeed,
that IMCD cells in 3D pure matrigel formed only cysts, even in the presence of HGF,
while in matrigel/collagen type | with HGF they formed branched tubular structures
with lumen. These observations followed Karihaloo et al‘s work with IMCD cells
(32). The formation of elongated structures initiated at 2 DIV in our system, whereas
tubule lumen developed between 10-14 DIV. Several factors have been reported to
affect the tubular phenotype, including the serum origin used in the culture, the
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number of cell line passages, interactions between extracellular matrix and culture
medium molecules, and distinct gene expression profiles (38). In our model, however,
variations in the three first factors did not significantly influence the results.

Junctional complexes undergo rearrangements in tubulogenesis, suggesting that
regulation of cell-cell junctions play an important role in tubular formation. In fact,
cell-cell as well as cell matrix contacts are essential for tubule lumen formation (14).
In our tubular structures, the tight junction protein ZO-1 was expressed in cell-cell
contact sites consistent with apical-lateral membrane transition at 12 DIV. This
observation is in accordance with a previous study that reports its permanence in cell-
cell contacts during tubule formation (14). Our results indicate, therefore, the
development of polarity in the in vitro-induced tubules, supporting polarity and
membrane reorganization as essential properties to allow tubulogenesis. 3-catenin has
also been proposed to play a central role in tubulogenesis, through its binding to APC
(30). This interaction promotes microtubule organization and consequent regulation of
cell migration, allowing the necessary cell extension for tubule formation. Our IMCD-
derived tubules displayed significant B-catenin accumulation in cell-cell junctions
associated with mild cytoplasm expression at 12 DIV. No nuclear staining has been
observed. This pattern is consistent with its shuffling from cytoplasm to plasma
membrane and supports the formation of well-differentiated tubules. Acetylated
o—tubulin showed, in turn, a cytoplasmic and submembranous expression profile
consistent with stable microtubule disposition, a finding that supports the key role of

cytoskeleton organization in tubulogenesis.

Apoptosis and cell proliferation are two other major aspects for the constitution of
lumen in the developing tubule (36). Interestingly, 12-DIV tubular structures showed
significantly higher cell proliferation and lower cell apoptosis rates than 6-DIV
elongated structures. These findings are in line with coordination between
proliferation and apoptosis during tubulogenesis and expand this concept, supporting
the ‘cavitation’ model where in initial tubulogenesis inner cord cells that lack contact

with the extracellular matrix die generating a luminal space (39).

Tuberin and hamartin are comprehensively expressed in mammal tissues, particularly

in developmental stages (19, 40). However, although these proteins are co-expressed
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in many cell types, some express only one of them (19, 40). In mouse, tuberin and
hamartin are ubiquitously expressed on days E13, E16 and E19, but their expression is
progressively reduced until adult life, when it becomes mostly concentrated in brain
(40). These observations are consistent with the developmental nature of TSC, with
manifestations of early onset that extend throughout the postnatal period.

Although severe PKD in TSC patients is mostly related to PC1 loss of function due
to TSC2-PKD1 contiguous gene deletion syndrome (5), tuberin appears to
functionally interact with PC1 in different ways. Firstly, tuberin loss retains PC1 in
the Golgi (24). It is known that tuberin modulates growth factor effects in the mTOR
pathway through the inhibition of the small GTPase rheb, integrating cell growth,
proliferation and differentiation (9, 41). Similarly to Tsc2 null cells, renal epithelial
cells from human ADPKD and PKD mouse models present hyperactivated mTOR
(25). Notably, PC1 C-terminus interacts with tuberin, regulating cell size in an
mTOR-dependent way, preventing inactivating phosphorylation of tuberin by
extracellular signal-regulated kinase (ERK) in Ser 664 or AKT in Ser 939 (42, 43).
Our findings revealed tuberin and hamartin cytoplasmic expression in tubular cells at
12 DIV, with marked and relatively homogeneous co-localization. A similar
expression pattern was detected at 6 DIV. Western blot analyses confirmed tuberin
and hamartin expression in in vitro tubules. Such results are consistent with their
high expression in developmental structures, their expected cytoplasmic sub-cellular
localization, direct physical interaction, and roles in modulating cell proliferation and
growth. Our data suggest, therefore, early, developmental and integrated roles for
tuberin and hamartin in kidney tubulogenesis.

PC1 and PC2 are membrane proteins and binding partners that regulate cell
proliferation, differentiation and apoptosis, and play important roles in cell-cell and
cell-matrix interactions (44). PC1 is expressed in plasma membrane, cytoplasmic
vesicles, primary cilium and, probably, in endoplasmic reticulum and nucleus, while
PC2 is expressed predominantly in the endoplasmic reticulum membrane and, to a
lesser extent, in plasma membrane, primary cilium and centrosome (1). PC1
expression is substantially higher in developing tissues, displaying a dramatic decrease
in adult tissues (45). In human kidney, PC1 is expressed in the Wolfian duct and

mesonephric tubules in 5-6-week human embryos and in proximal tubules at 10
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weeks, with this level persisting until week 24 (31). The expression levels then
decline, reaching very low levels in adult kidneys. PC2, on the other hand, is expressed
throughout nephrogenesis (31). PC2 is observed in Wolfian duct and mesonephric
tubules at 5-6 weeks of embryonic life but also in ureteric bud and induced
metanephric blastema. At 10 weeks, it is detected in the ureteric bud branches and
developing nephrons. From 10 to 38 weeks its expression decreases in proximal
tubules but persists high in distal tubules and cortical collecting ducts, a pattern that

remains in mature kidneys.

The role of PC1 in tubulogenesis has been analyzed using a 3D cell culture system
seeded with PKD1-transfected MDCK cells, without the addition of growth factors
(16). PC1 remarkably reduced cell proliferation, induced resistance to apoptosis and
enabled the cells to progress to tubulogenesis. Mock-transfected MDCK cells, in
contrary, gave rise to cystic structures. These data demonstrated the PC1
comprehensive developmental role in tubule formation. In addition, using a
Matrigel/collagen type | mixture in the absence of growth factors, Nickel et al
reported that IMCD cells transfected to express recombinant PC1 C-terminus formed
multi-cellular branched linear structures with lumen (46). In line with these
observations, PC2 has also been shown to modulate proliferation and branching
morphogenesis in kidney epithelial cells (47). In our study, tubular cells stained for
PC1, with higher expression in the branching than non-branching portions at 12 DIV.
PC2 signal, in turn, was detected throughout the tridimensional segment. Cells of 6-
DIV elongated structures also stained positively. These findings are consistent with
the differential, variable PC1 expression pattern, as well as with the more
homogeneous PC2 expression profile described in nephrogenesis. Both proteins
displayed predominant cytoplasmic expression, with irregular, weak and punctate
staining in membrane. Our data are therefore in agreement with the observations that
PC1 full-length/C-terminus overexpression induces cell migration and morphogenesis
in renal epithelial cells (46, 48) and mediates cell adhesion, cytoskeletal assembly and
planar cell polarity (49). Our results support, moreover, early, relevant and
developmental roles for PC1 and PC2 in tubulogenesis.

PKHD1 is highly expressed in kidney, and at lower levels in liver, pancreas and lung

(13). PD1 is expressed in primary apical cilium, luminal plasma membrane and
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cytoplasm of cells derived from collecting duct (17, 50) and is involved in
tubulogenesis (18). Its down-regulation in mouse IMCD cells led to decreased cell
proliferation and increased cell death. The diffuse cytoplasmic expression observed in
tubular cells at 12 DIV is supported by Menezes et al’s observations in mouse ureteric
bud and embryonic tubular structures (17). Such findings are in pace with the
observation that PD1 down-regulation leads to impairment of cell-cell interaction,
cytoskeleton disorganization, reduction in integrin-dependent adhesion and increased
apoptosis, supporting a determinant role for PD1 in tubulogenesis.

The cystic kidney phenotype brings together a number of cellular and developmental
coordinated mechanisms disrupted in TSC, ADPKD and ARPKD. Our study
demonstrates that the proteins encoded by the genes mutated in these diseases are
expressed along in vitro tubulogenesis, following patterns that are consistent with their
functions and properties, as well as with the development of well-differentiated renal
tubules. Our results suggest, in addition, interaction between some of these proteins
during this process. However, while our findings also suggest a functional
coordination among tuberin, hamartin, PC1, PC2 and PD1 to reach tubule formation,
further molecular, biochemical and expression analyses are required to elucidate this

process.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Tubule formation after 3D culturing for 12 DIV. (A-B) Branching,
elongated structures, stained with antibodies for acetylated o-tubulin (A) or B-
catenin (B). (C) Cellular bud extension from cyst and formation of cellular strands;
B-catenin staining. (D) ZO-1/TJP1 staining. Tubular structure with epithelial
monolayer and lumen (arrows) is shown in (A), where the staining for acetylated a-
tubulin is observed sharply defining the cell limits. In (B), B-catenin is blurredly
detected in the cytoplasm besides the cell boundaries. (E) is a 3-fold magnification
from the section depicted within the square in (D) after ZO-1 staining, determining

cell contacts, which have been associated with tight junctions. Scale bars: 25 um.

Figure 2. Decreased apoptosis and enhanced synchronous proliferating cell
population in IMCD tubules at 12 DIV. (A) The two right panels show cells stained
by Ki-67 antibody, indicative of S-phase, from 6-DIV or 12-DIV elongated
structures (n = 12 each), as indicated. The left plot presents the median (lower
quartile to upper quartile) of the percentage of cells stained for Ki-67 for each period
(6 or 12 DIV). (B) The two right panels show cells stained by active caspase-3
antibody (arrows), indicative of apoptosis, from 6-DIV or 12-DIV elongated
structures (n = 12 each), as indicated. The left plot presents the median (lower
quartile to upper quartile) of the percentage of cells stained for active caspase 3 for
each period (6 or 12 DIV). *** p<0.001 versus 6 DIV, Mann-Whitney test. Scale
bars: 25 um.
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Figure 3. Tuberin and hamartin extensively co-localize in IMCD tubules. (A and C)
Tuberin expression profile at 12 DIV (a and b). (B and C) Hamartin expression
profile at 12 DIV (a and b). (C) represents the overlapping between images (A) and
(B), where arrows show intense overlay near the cell membrane. Ab, Bb and Cb are
three-fold magnification respectively from Aa, Ba and Ca, as indicated by the
squared line. (D) Tuberin (a) and hamartin (b) expression profiles in 6-DIV tubules,
and the overlapping (c) of images (a) and (b). (E) Tuberin/hamartin co-localization
intensity analysis. The graph displays the correlation between signals from the two
LASER filters that captured Alexa Fluor 488 (tuberin) and Alexa Fluor 594
(hamartin) intensities, according to the immunofluorescence panel shown on the
right. (F) Tuberin (a) and hamartin (b) expression analyses by Western blotting of
12D1V tubule lysate. Molecular mass (200 and 160 kDa) are indicated on the left.
Hamartin and tuberin expected mass is indicated by arrows (F). Scale bars: 25 um

(A-C, E)and 4um (D).

Figure 4. PC1 is more expressed in tubular branching than non-branching portions,
a pattern not detected for PC2. PC1 and PC2 expression profiles in IMCD tubules
are indicated for 6-DIV and 12-DIV cultures. PD1 expression profile is indicated for
12-DIV. The graph shows the ratios between non-branching and branching for
polycystin-1 (PC1) and polycystin-2 (PC2) at 12 DIV. Comparison performed using
the nonpaired t-test, with the data expressed as mean and standard deviation.
***p<0.001 versus PC2. Scale bars: 25 um for 12 DIV and 5 um for 6 DIV.
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