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RESUMO 
 

 

MELLO, N. P. PTEN e Klotho: Infuência do sexo e possível tratamento para condições 
associadas à deleção da PTEN. 2018. Dissertação (Mestrado em Farmacologia) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 
Originalmente caracterizada pela sua atividade de supressão tumoral, a PTEN 
(phosphatase and tensin deleted on chromosome ten) é uma proteína que apresenta 
tanto uma atividade fosfatase lipídica quanto proteica, além de outras funções 
fosfatase-independentes. No Sistema Nervoso Central, dada à sua participação em 
processos de crescimento, proliferação e sobrevivência celular, a ausência de tal 
proteína já foi relacionada com desenvolvimento de doenças neurológicas e 
neurodegenerativas. Assim, com o intuito de buscar um novo tratamento 
farmacológico, este trabalho teve como objetivo analisar o possível potencial 
terapêutico da proteína Klotho frente à ausência da PTEN, tendo em vista que 
ambas já demonstraram regular negativamente a via da AKT, bem como caracterizar 
a influência do sexo no perfil de expressão das duas proteínas. Para tanto, como 
modelo de estudo, foram utilizados a região do córtex de camundongos nocautes da 
PTEN (PtenloxP/+;Nse-Cre+) e plasmídeo de RNA de interferência da PTEN, além de 
plasmídeos de hiperexpressão da Klotho. Após a obtenção das amostras, as quais 
foram provenientes de cultura celular embrionária neuronal, de tecido de animal 
adulto ou da transfecção de linhagem celular, foram realizadas análises de 
imunofluorescência, Western Blotting e de ELISA. O tempo de deleção in vitro da 
PTEN para esse modelo animal, bem como para a observação de alteração na 
morfologia neuronal, foi validado, permitindo a sua utilização em estudos futuros. O 
fator sexo demonstrou exercer influência tanto durante o desenvolvimento in vitro de 
células embrionárias quanto em animais adultos, o que reforça a importância de se 
considerar o sexo dos animais mesmo que ainda em fase embrionária. As proteínas 
PTEN e Klotho sofreram variações de acordo com o sexo, de forma a sugerir que a 
regulação de suas expressões podem estar intimamente relacionadas entre si e com 
o sexo. A análise comparativa entre machos e fêmeas wild-type demonstrou que, em 
animais adultos, machos apresentam uma maior quantidade de Klotho do que as 
fêmeas, enquanto que essas apresentaram uma grande tendência em expressar 
maiores níveis de PTEN do que o macho, corroborando com o observado na cultura 
embrionária. Curiosamente, apesar das diferenças observadas nos níveis de PTEN 
em relação ao sexo, não foi encontrada diferença na ativação da AKT. Por fim, a 
Klotho foi capaz de reverter os danos causados pelo silenciamento da PTEN na 
Rab7, um dos seus substratos proteicos, o qual desempenha uma função 
extremamente importante na via endocítica. Em suma, este trabalho demonstrou um 
potencial terapêutico da Klotho para uma condição associada à ausência da proteína 
PTEN e a possibilidade de ambas desempenharem atividades complementares de 
forma sexo dependente. 

 
Palavras-chave: PTEN. Klotho. Influência do sexo. Alterações morfológicas 
neuronais. Rab7. 



ABSTRACT 
 

 

MELLO, N. P. PTEN and Klotho: Sex influence and a possible treatment to PTEN 
loss associated conditions. 2018. Dissertation (Master thesis in Pharmacology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 
Characterized originally by its tumor suppression activity, PTEN (phosphatase and 
tensin homologue deleted on chromosome ten) is a protein that presents both lipid 
and protein phosphatase activities, as well as other functions that are phosphatase 
independent. In the Central Nervous System, due to its participation in growing, 
proliferating and surviving process, the absence of PTEN is already related to the 
development of neurological and neurodegenerative diseases. In this way, in order to 
find a new pharmacological treatment, this work aims to analyze the possible 
therapeutic potential of the Klotho protein in PTEN loss conditions since it is known 
that it can negatively regulate the AKT pathway, as well as to characterize the sex 
influence in both Klotho and PTEN protein profile expressions. Therefore, for the 
study models, the cortex region from PTEN conditional knockout mouse 
(PtenloxP/+;Nse-Cre+) and PTEN RNA interference plasmid were used, as well as 
Klotho hyperexpression plasmids. After obtaining the samples, which came from 
embryonic neuronal cell cultures, adult animal tissue and cell line transfection, 
immunofluorescence, Western Blotting and ELISA analyses were performed. The 
lengths of in vitro PTEN deletion time for this animal model, and the consequent 
alteration in the neuronal morphology, were validated, allowing its use in future 
experiments. The sex factor demonstrated to have influence on both in vitro 
embryonic cell development and in adult mice, highlighting the importance of 
considering the animal sex even in the embryonic phase. PTEN and Klotho proteins 
had variations according to the sex, in a way that suggested that their expression 
regulation may be closely related to the sex. The comparative analyses between 
male and female wild-type adult mice demonstrated that males had higher Klotho 
expression than females, while females presented a tendency to express more PTEN 
than males, supporting what was observed in the embryonic neuronal culture. 
Curiously, although differences were observed in PTEN expression according to the 
sex, no differences were found in AKT activation. Lastly, Klotho was capable of 
reversing the negative effects caused by PTEN deletion in Rab7, one of its protein 
substrates, which plays an extremely important role in the endocytic pathway. In 
summary, this work demonstrated a therapeutic potential of Klotho for conditions 
associated with the absence of PTEN and the possibility of both having 
complementary activities in a sex dependent way. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 PTEN 

 

A PTEN (Phosphatase and tensin homolog on chromosome ten), 

originalmente caracterizada como supressora tumoral (LI, 1997), é uma proteína que 

apresenta como sua principal ação fosfatase dependente a desfosforilação do 3,4,5- 

trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3), um potente ativador da AKT, em 4,5-bifosfato de 

fosfatidilinositol (PIP2). A partir dessa ação, a PTEN antagoniza a ação da 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e atua como um regulador negativo da ativação da 

AKT (Figura 1), a qual está relacionada principalmente com proliferação, 

crescimento e sobrevivência celular (MAEHAMA; DIXON, 1998; SUN et al., 1999). 

 

 

 

Figura 1. Regulação negativa da AKT pela PTEN. Por meio de sua ação fosfatase dependente de 

conversão de PIP3 em PIP2, a PTEN antagoniza a ação da PI3K e atua como um regulador negativo 

da via de ativação da AKT, a qual está relacionada com crescimento, proliferação e sobrevivência 

celular. Fonte: Adaptado de Manning et al., 2017. 

 

Em condições fisiológicas, a estimulação de receptores do tipo tirosina 

quinase (TKR) ou de receptores acoplados a proteína G (GPCRs) resulta no 

recrutamento e na ativação da PI3K, que, por meio da fosforilação da PIP2, produz o 

PIP3 (MANNING; TOKER, 2017). Este, por sua vez, pode causar a ativação da AKT 

ou sofrer desfosforilação pela ação da PTEN, resultando, assim, na terminação do 

sinal (VANHAESEBROECK et al., 2010). No entanto, na ausência da PTEN, PIP3 se 



 
 

 
 

 

acumula na membrana plasmática, causando a hiperativação da via de sinalização 

da AKT que, uma vez ativada, promove a desfosforilação de proteínas  

sinalizadoras, tais como glicogênio sintase quinase 3 (GSK3) e a proteína alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTOR), de forma a atuar nos processos citados 

anteriormente (MANNING; TOKER, 2017). Assim, por meio da regulação da 

atividade da AKT, a PTEN desenvolve uma função extremamente importante para o 

correto desenvolvimento e funcionamento dos diversos sistemas do organismo, 

incluindo o do Sistema Nervoso Central (SNC) (KWON et al., 2006). 

Dada a sua importância, a deleção total da PTEN acarreta na letalidade 

precoce de camundongos já na fase embrionária (CRISTOFANO et al., 1998; 

SUZUKI et al., 1998), enquanto que a sua deleção parcial é associada, por exemplo, 

ao desenvolvimento de neoplasias em múltiplos órgãos (PODSYPANINA et al., 

1999) e do Transtorno do Espectro Autista (TEA) (BUTLER, 2005; FRAZIER et al., 

2015). De acordo com a literatura, mutações no gene da PTEN é considerado um 

dos fatores de risco para o desenvolvimento de um tipo específico do transtorno, 

denominado PTEN-TEA (FRAZIER et al., 2015; TILOT; FRAZIER; ENG, 2015), o 

qual apresenta declínio cognitivo e déficits em memória operacional devido aos 

baixos níveis de expressão da proteína (FRAZIER et al., 2015). Além disso, 

comportamentos característicos do TEA, tais como menor sociabilidade, realização 

de movimentos repetitivos e ansiedade, bem como macrocefalia, também já foram 

observados em animais com deleção da PTEN (KWON et al., 2006). 

No SNC, a PTEN já se mostrou presente nas regiões do córtex, cerebelo, 

hipocampo e bulbo olfatório, podendo ser encontrada no corpo celular e ao longo 

dos dendritos e axônio do neurônio (KREIS et al., 2014; PERANDONES et al., 

2004). Em relação às alterações a nível celular, a ausência da PTEN implica em 

contínuo crescimento da célula, resultando em hipertrofia da soma neuronal e no 

desenvolvimento anormal de suas projeções, as quais apresentam, por exemplo,  

um aumento do calibre, do comprimento e de densidade dendrítica (FRASER et al., 

2008; JAWORSKI, 2005; KWON et al., 2006). Tais alterações, por sua vez, causam 

modificações em estruturas sinápticas que resultam em um desbalanço entre as vias 

de sinalizações excitatórias e inibitórias (LUIKART et al., 2011), o qual pode ser um 

dos mecanismos associados aos déficits cognitivos ao desenvolvimento do TEA 

decorrente da ausência da PTEN (BUTLER, 2005; FRASER et al., 2008; KWON et 

al., 2006). 



 
 

 
 

 

Por outro lado, além da sua ação fosfatase lipídica descrita anteriormente, a 

PTEN apresenta atividade fosfatase proteica, pela qual também é capaz de controlar 

processos de proliferação, crescimento e motilidade celular por meio da 

desfosforilação e da consequente ativação da proteína Rab7, um dos seus 

substratos proteicos (SHINDE; MADDIKA, 2016; TOMAS; FUTTER; EDEN, 2014). 

Após ser desfosforilada pela PTEN, a Rab7 atua na maturação dos endossomos, 

bem como na fusão desses aos lisossomos, os quais são responsáveis, por 

exemplo, pela degradação do receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) 

(SHINDE; MADDIKA, 2016). Entretanto, na ausência da PTEN, a proteína Rab7 

permanece inativa e difusa pelo citoplasma celular, sendo impedida de migrar para 

os endossomos e lisossomos, nos quais desempenharia suas funções (BUCCI et al., 

2000; SHINDE; MADDIKA, 2016). 

Assim, a busca por estratégias terapêuticas para condições associadas à 

ausência da PTEN torna-se extremamente relevante para diversas condições 

patológicas, visto a grande influência dessa proteína nos mais diversos processos 

fisiológicos, bem como na necessidade de sua presença para a viabilidade da vida. 

Além disso, levando-se em consideração que a incidência do TEA, por exemplo, é 

de aproximadamente 3 a 4 vezes maior em meninos do que em meninas (KIM et al., 

2011), também buscou-se avaliar o perfil de expressão da PTEN frente às diferenças 

de sexo, uma vez que tal análise pode auxiliar na compreensão dos mecanismos 

relacionados à maior ou menor susceptibilidade presente entre homens e mulheres 

e, consequentemente, no processo de desenvolvimento de novos fármacos. 

 
1.2 Klotho 

 

Descoberta em 1997, a proteína Klotho ganhou notoriedade devido aos seus 

efeitos no processo de envelhecimento quando, por meio do uso de animais 

transgênicos, observou-se que a sua ausência era capaz de reduzir o tempo de vida 

do animal e causar problemas como infertilidade, aterosclerose e osteoporose, 

acelerando o aparecimento do fenótipo de envelhecimento (KURO-O et al., 1997). 

Em relação às suas formas, a Klotho pode ser encontrada tanto como uma 

proteína de membrana quanto solúvel. A Klotho de membrana é composta por dois 

domínios, KL1 e KL2, tendo como sua função primordial a atuação como co-receptor 

para o fator de crescimento fibroblástico 23 (FGF23) no rim (ERBEN; 



 
 

 
 

 

ANDRUKHOVA, 2017). Tais domínios, por sua vez, podem ser clivados pela ação 

das proteases ADAM 10 e 17, e liberadas na circulação (CHEN et al., 2007, 2014) e 

no fluido cerebrospinal, exercendo ações biológicas em múltiplos sistemas (ARKING 

et al., 2005; MATSUMURA et al., 1998). A forma secretada, por outro lado, é 

derivada de um splicing alternativo que leva à formação de um único domínio (KL1) 

e que age como um regulador endócrino de diversas glicoproteínas de superfície 

celular (MATSUMURA et al., 1998) (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Isoformas da klotho. A proteína klotho pode ser encontrada tanto na forma de membrana 

quanto na forma solúvel, a qual pode ser decorrente da clivagem da klotho de membrana pelas 

ADAM 10 e 17 ou de um splicing alternativo do RNA mensageiro. Fonte: Adaptado de Cararo-Lopes 

et al., 2017. 

 

No SNC, a Klotho é encontrada em regiões como do plexo coróide, córtex, 

hipocampo e cerebelo (CLINTON et al., 2013; GERMAN et al., 2012; KURO-O et al., 

1997; LI et al., 2004), nas quais tem demonstrado exercer ações protetoras em 

células neurais por meio da regulação de cascatas intracelulares de sinalização, 

como por exemplo da Wnt e do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 

(IGF-1) (CHENG et al., 2015; LIU et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2005; ZELDICH et 

al., 2014). Ao regular negativamente o IGF-1, a Klotho é capaz de promover uma 

menor atividade das cascatas de sinalização ativadas por essa via, como, por 

exemplo a da PI3K/AKT (GOTO et al., 2009), prevenindo, dentre outras coisas, o 

crescimento tumoral (WOLF et al., 2008). 



 
 

 
 

 

De acordo com a literatura, os níveis de expressão da proteína Klotho 

diminuem ao longo do processo de envelhecimento, e frente a situações de estresse 

crônico e doença de Alzheimer (DA) (PRATHER et al., 2015; SEMBA et al., 2014). 

Entretanto, estudos demonstraram que a hiperexpressão da Klotho, além de 

prolongar o tempo de vida do animal, promove o aumento da sobrevivência neuronal 

e neuroproteção em modelo animal da DA, resultando em um aumento da cognição 

que pôde ser observada por meio da melhora do aprendizado e da memória dos 

animais em múltiplos testes cognitivos, independentemente da idade dos mesmos 

(ABRAHAM et al., 2012; DUBAL et al., 2014; KUROSU et al., 2005). Além disso, a 

administração periférica da Klotho em camundongos foi capaz de causar uma 

melhora cognitiva por meio de alterações na sinalização glutamatérgica, o que 

também demonstra a capacidade da Klotho em regular atividades sinápticas (LEON 

et al., 2017). 

Dessa forma, embora suas funções no SNC ainda não sejam totalmente 

compreendidas, estudos têm mostrado a importância da proteína Klotho para o 

correto funcionamento do sistema fisiológico. Assim, tendo em vista a sua ação na 

via de sinalização da AKT, buscou-se analisar o potencial terapêutico da Klotho na 

ausência da PTEN, bem como investigar a existência de uma possível relação entre 

tais proteínas e a influência do sexo. 

 
1.3 Influência do Sexo 

De acordo com a literatura, diferenças entre os sexos podem ser observadas 

já desde o desenvolvimento embrionário, as quais podem, por exemplo, influenciar 

na organização do circuito neural e no comportamento social na fase adulta 

(TAMBORSKI; MINTZ; CALDWELL, 2016). Embora a grande parte das teorias que 

buscam explicações para tais diferenças se baseiem em torno de ações hormonais, 

é importante ressaltar que os cromossomos sexuais também são capazes de 

influenciar na diferenciação sexual (ARNOLD, 2009, 2017; AUYEUNG et al., 2010; 

CARRUTH; REISERT; ARNOLD, 2002). Contudo, seja pela ação hormonal ou por 

ação genética, a influência exercida pelo sexo já se mostrou um fator de risco no 

desenvolvimento de determinadas doenças. Ao analisar, por exemplo, a prevalência 

do TEA em relação ao sexo, torna-se evidente a influência exercida por esse fator no 

desenvolvimento de tal transtorno (AUYEUNG et al., 2010; KIM et al., 2011). 



 
 

 
 

 

Dessa forma, investigar a influência do sexo nos perfis de expressão da 

PTEN e da Klotho pode fornecer novas informações para a literatura, contribuindo 

para uma melhor compreensão da importância de cada uma delas no funcionamento 

de ambos os sistemas biológicos. Além disso, tais informações podem auxiliar na 

busca pela identificação de possíveis fatores causais das condições associadas a 

ausência dessas proteínas, bem como dos mecanismos de defesa, e, 

consequentemente, de novos alvos terapêuticos. 

condicionados da PTEN. (B) Representação das bandas referentes à PTEN e à β-actina dos animais 

machos (M) e fêmeas (F). Análise por teste t de Student. P=0.0576. Valores apresentados como a 

média dos valores ± o erro padrão da média. N=5 (macho) e N=4 (fêmea). 

 
A partir da análise dos resultados obtidos, pôde-se observar uma tendência 

das fêmeas em expressar uma maior quantidade da PTEN do que os machos, o que 

pode vir a corroborar com o observado nas células neuronais embrionárias. 

Posteriormente, além da PTEN, também foi analisada o perfil de expressão 

da AKT total e da pAKTT308 nos animais WT adultos de ambos os sexos (Figura 15). 



 
 

 
 
 
 

 

Figura 15. Análise de expressão da AKT e da pAKT
T308

 em relação ao sexo. Quantificação da 

expressão da (A) AKT total e da (B) pAKT
T308

 em animais WT machos e fêmeas condicionados da 

PTEN. (C) Imagens representativas das bandas. Análise por teste t de Student. Não houve diferença 

estatística. Valores apresentados como a média dos valores ± o erro padrão da média. n =5 (macho) 

e n =4 (fêmea). 

 

De forma semelhante ao observado nas células embrionárias, não houve 

diferença estatística na ativação da AKT em relação ao sexo. Assim, a partir da 

análise dos dados em relação ao sexo, sugere-se que os perfis de expressão da 

PTEN e da ativação da AKT se comportem de forma semelhante desde a fase 

embrionária até a fase adulta. 

 
1.4 Influência do Sexo na Expressão da Proteína Klotho 

 

Levando-se em consideração que a Klotho também é uma proteína produzida 

endogenamente, e a intenção em usa-la como um possível tratamento, buscou-se 

analisar o seu perfil de expressão frente ao sexo. Para isso, também foram utilizadas 

as regiões do córtex de animais WT machos e fêmeas com dois meses de idade 

para a dosagem dos níveis da proteína, a qual foi realizada por meio da técnica de 

ELISA (Figura 16). 



 
 

 
 
 

 

 
 

Figura 16. Análise da expressão da proteína Klotho em relação ao sexo. Quantificação da 

expressão da Klotho em animais adultos WT machos e fêmeas condicionados da PTEN. Análise por 

teste t de Student. *p < 0,05. Valores apresentados como a média dos valores ± o erro padrão da 

média. n =5 (macho) e n =4 (fêmea). 

 

De acordo com os resultados obtidos, pôde-se observar que animais WT 

machos apresentam uma maior quantidade de klotho quando comparados com 

animais WT fêmeas da mesma idade, mostrando que a expressão da Klotho, assim 

como a da PTEN, também varia de acordo com o sexo. Entretanto, curiosamente, 

ambas as proteínas demonstraram variar de forma inversa uma da outra em ambos 

os sexos. 

 
 

1.5 PTEN e Klotho 

 
a) Klotho como um possível substituto para a ausência de PTEN 

● Efeito do RNA de interferência da PTEN sobre a proteína Rab7 

A fim de analisar a eficiência da transfecção, bem como se os dados obtidos 

estariam de acordo com a literatura, foi realizada a co-transfecção de células 

HEK293 com plasmídeos para a expressão da proteína Rab7 e de RNAi para PTEN, 

vetor vazio (controle) ou para a redução da proteína (RNAi PTEN). A eficácia da 

transfecção foi analisada de forma indireta pela localização sub-celular da Rab7, a 

qual, como mencionado anteriormente, adquire uma aparência mais difusa na 

ausência da PTEN (Figura 17). 
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Figura 17. Análise da transfecção de RNAi PTEN na proteína Rab7. (A) Quantificação da forma 

difusa de Rab7 em relação ao total transfectado em células HEK293 na presença do vetor vazio 

(controle) e do plasmídeo com o RNAi da PTEN. (B) Imagem representativa da proteína Rab7 

(mChrerry) e DAPI (azul) nas condições controle e RNAi PTEN indicando a aparência da forma 

pontual (seta contínua) e difusa (seta tracejada). Imagem em aumento de 20x. Análise por teste t de 

Student. *p < 0,05. Valores apresentados como a média dos valores ± o erro padrão da média. 

Experimento repetido três vezes. Escala = 50 µm. 

 

Como pôde ser observado, a ausência da PTEN resultou em uma maior 

porcentagem da forma difusa da Rab7, a qual é a forma inativa da proteína, 

corroborando com a literatura e reforçando a importância da PTEN para o 

funcionamento correto da Rab7. Além disso, tal dado demonstra a eficácia da 

transfecção realizada. 



 
 

 
 

 

● Efeito do tratamento com Klotho na proteína Rab7 

Após reforçar a importância da PTEN na atividade da Rab7, buscou-se 

analisar os efeitos da Klotho, tanto a forma secretada quanto a de membrana, como 

um possível tratamento frente à ausência da PTEN. Dessa forma, células HEK293 

foram co-transfectadas com os plasmídeos para a expressão da proteína Rab7, para 

o silenciamento da PTEN (controle ou RNAi) e para a hiperexpressão da proteína 

Klotho (vetor vazio, forma secretada e de membrana), gerando os resultados 

apresentados a seguir (Figura 18). 

 
(A) 

 



 
 

 
 
 
 

 

Figura 18. Efeito da Klotho na proteína Rab7 frente aos efeitos deletérios do silenciamento da 

PTEN. (A) Quantificação de Rab7 difusa em relação ao total de Rab7 transfectada nas condições 

com vetor vazio (Controle Kl) e hiperexpressão das formas secretada (Klsecretada) e de membrana 

(Klmembrana) da Klotho, tanto na presença (Controle) quanto na ausência (RNAi PTEN) da PTEN. 

(A) Imagens representativas da aparência difusa da proteína Rab7 (vermelho mCherry) causada pela 

redução da PTEN (esquerda) e da aparência pontual após tratamento com ambas as formas da 

Klotho (direita) nas células em que a PTEN foi silenciada. Imagem em aumento de 63x. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguido de pós teste Tukey. *p< 0,05 e **p ≤ 0,01. Valores 

apresentados como a média dos valores ± o erro padrão da média. Experimento repetido três vezes.  

 
A partir da análise dos resultados obtidos, observou-se que a proteína klotho, 

tanto a forma secretada quando a de membrana, é capaz de restaurar os níveis de 

desfosforilação da proteína Rab7 para condições próximas ao basal mesmo na 

presença do RNAi da PTEN. Além disso, em níveis normais de PTEN, a klotho 

secretada também demonstrou exercer efeito sob a Rab7, diminuindo ainda mais a 

porcentagem da proteína que se encontra na forma inativa. 

 
● Efeito do tratamento com Klotho sobre a expressão da proteína PTEN 

Com o intuito de investigar o mecanismo pelo qual a Klotho exerce seu feito 

sobre a Rab7, foi analisado se a hiperexpressão da klotho era capaz de restaurar os 

níveis de expressão da PTEN pela realização da técnica de imunofluorescência. 

Para isso, células HEK293 foram co-transfectadas com os plasmídeos de RNAi da 

PTEN, controle (vetor vazio) e de interferência, e da Klotho, tanto o vetor vazio 



 
 

 
 

 

(controle) quanto os de hiperexpressão das formas secretada e de membrana, e 

posteriormente marcadas com o anticorpo para PTEN (Figura 19). 
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Figura 19. Efeitos da hiperexpressão da Klotho nos níveis da proteína PTEN. (A) Quantificação 

da imunofluorescência para a proteína PTEN na presença (Controle) e ausência (RNAi PTEN) da 

PTEN frente às condições normais (Controle Kl) e de hiperexpressão das formas secretada (Kl 

secretada) e de membrana (Kl membrana) da Klotho. (B) Imagens representativas das marcações de 

DAPI (azul) e PTEN (verde) nas condições descritas acima. Valores apresentados como a média dos 

valores ± o erro padrão da média. Experimento repetido duas ou três vezes. Escala = 75 µm. 



 
 

 
 

 

Embora as variações não tenham sido significativas, no grupo controle da 

Klotho (vetor vazio) pareceu ocorrer uma redução nos níveis de expressão da PTEN 

na presença do RNAi, o que seria de se esperar. Curiosamente, a hiperexpressão da 

proteína klotho, tanto a forma secretada quanto a de membrana, pareceu ser capaz 

de restaurar os níveis de expressão da PTEN para condições próximas ao basal. 

Além disso, tais dados sugerem que, mesmo em condições normais de expressão 

da PTEN, a Klotho ainda seria capaz de aumentar o nível de expressão da mesma. 

No entanto, visto que os plasmídeos da PTEN e da Klotho não possuem um 

marcador fluorescente, todas as células foram consideradas para fim de 

quantificação, o que pode estar interferindo nos resultados. Assim, outro 

experimento será realizado para melhor interpretação dos dados. 

 
 

2 CONCLUSÃO 
 

Embora tido como um dos principais objetivos deste trabalho, ainda não foi 

possível analisar os efeitos da proteína Klotho sob as alterações morfológicas 

neuronais características da deleção da PTEN devido, principalmente, à dificuldade 

de obtenção do animal HO, bem como da necessidade de realização das etapas de 

padronização a fim de validar o modelo proposto para estudo in vitro. 

No entanto, ao separar os embriões de acordo com o sexo, foi possível 

analisar a influência desse fator no perfil de expressão da PTEN e reforçar a 

importância de se realizar a separação dos animais mesmo para a realização de 

cultura embrionária. Além disso, os dados observados nos animais adultos sugerem 

que o fenômeno observado tende a permanecer durante o desenvolvimento do 

animal, o que fortalece ainda mais a hipótese da influência exercida pelo sexo. 

Curiosamente, quando comparados animais WT machos e fêmeas adultos, 

também observou-se variações nos níveis de expressão da Klotho, as quais foram 

inversamente proporcionais aos da PTEN em ambos os sexos. Tal observação, além 



 
 

 
 

 

de fortalecer a influência do sexo, sugere que ambas as proteínas podem estar 

intimamente relacionadas entre si de uma forma sexo-dependente. 

Por fim, por meio da utilização de técnica de biologia molecular, demonstrou- 

se que a hiperexpressão da Klotho foi capaz de restaurar os danos causados na 

proteína Rab7 pela ausência da PTEN e, embora preliminar, a análise dos dados 

permitiu a elaboração de um possível mecanismo de ação, o qual será averiguado 

por meio da realização de outros experimentos. 

Em suma, este trabalho pôde demonstrar o potencial terapêutico da Klotho 

em reverter os danos causados pela PTEN. Além da importância e do quesito 

inovador, tal dado fortalece a hipótese de se utilizar a Klotho como um possível 

tratamento frente a outras condições como essa, como, por exemplo nas alterações 

morfológicas neuronais discutidas anteriormente. Ademais, os dados deste trabalho 

sugerem que os perfis de expressão da PTEN e da Klotho podem estar diretamente 

relacionados com o sexo, bem como uma influenciando a outra. 
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