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RESUMO

PEREIRA, M. O papel de klotho na morfogénese e diferenciacdo da
glandula maméria murina. 2020. 57 p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular,
Tecidual e do Desenvolvimento) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2020.

O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre majoritariamente na fase pds-natal, com a
extensdo e ramificacdo dos ductos mamarios durante a puberdade, e a diferenciacdo e
renovagao do epitélio a cada ciclo gestacional. Dentre as vias que regulam esses processos
na glandula maméria, estdo as via de Wnt, de insulina e IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina), de FGF (fator de crescimento fibroblastico) e as reguladoras do
canal de célcio TRPV6. Klotho, uma proteina inicialmente descrita por sua agéo
antienvelhecimento, possui diversas atividades biolégicas, que incluem a regulagdo das
vias acima descritas. Klotho inibe as vias de Wnt, de insulina e de IGF-1, é coreceptor
obrigatério para FGF23 e estabilizador do canal de calcio TRPV5 e 6 na membrana
plasmatica. Muitas das vias sabidamente reguladas por klotho sdo importantes para o
desenvolvimento normal da glandula mamaria e estdo algumas vezes implicadas em sua
progressao tumoral. Apesar dessas correlagbes, o papel de klotho nesse 6rgédo nunca foi
estudado. Assim, esse trabalho visa uma compreensédo inicial do papel de klotho na
morfogénese e diferenciacdo mamaria murina. O desenvolvimento da glandula mamaria
selvagem (WT) e da deficiente em klotho (KL) foi comparado em animais de 3, 4 e 8
semanas de idade.As glandulas mamarias do animal selvagem (WT) e do deficiente em
klotho (KL) ndo diferem até a puberdade (3 semanas), mas passa a divergir a partir da
guarta semana de vida, quando o desenvolvimento dos ductos dos animais KL se mostra
atrasado. A glandula mamaria KL mostrou-se capaz de responder ao estimulo de Estrogeno
e Progesterona, porém sua morfologia difere marcadamente do epitélio WT, com atraso na
extensdo de ductos, brotos terminais dilatados e ramificacbes laterais anormais. Os
transplantes da glandula KL ou WT inteiras em animais WT, ou somente do epitélio KL em
um estroma selvagem (cleared fat pad), sugerem que klotho tem tanto funcdo autbnoma
quanto ndo autbnoma nesse O6rgdo. Em culturas tridimensionais, organdides de células
epiteliais mamarias primarias deficientes em KL sdo menos coesos do que os organoides de
células WT, sugerindo um possivel papel de klotho na interagdo célula-célula. Em conjunto,
os dados sugerem que klotho exerce papel tanto autbnomo quanto ndo auténomo na

morfogénese da glandula maméaria murina.

Palavras chave: Klotho. Glandulas mamarias. Morfogénese. Whole mount. Cultura

tridimensional.



ABSTRACT

PEREIRA, M. The role of klotho on morphogenesis and differentiation of
murine mammary gland. 2020. 57p. Masters dissertation (Cellular, Tecidual and
Developmental Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

The development of the mammary gland occurs mainly after birth, with the branching
morphogenesis on the onset of the puberty and terminal differentiation on each pregnancy.
These processes are regulated by several pathways, including Wnt pathway, insulin/ insulin
like growth factor - 1 (IGF1), fibroblast growth factor (FGF) and theTRPV6 calcium channel.
Klotho was first described as an antiaging protein. Its biological functions include the
inhibition of Wnt and insulin/IGF-1 pathway, it is mandatory co-reception for FGF23 and
stabilizes the TRPV5 and 6 channel on the plasma membrane. Klotho regulates several
pathways that are important for mammary gland development and are frequently disrupted in
tumoral progression of the breast. Despite these correlations, the role of klotho in the
mammary gland has never been studied. Therefore, the goal of this work is to bring a first
understanding of the role of klotho on morphogenesis and differentiation of the mammary
gland. The mammary gland development of wild type (WT) and klotho deficient (KL) mice
were compared by whole mount in 3, 4 and 8 weeks old animals. WT and KL glands do not
differ until puberty (3 weeks age), but, after 4 weeks, the gland from KL animal presents a
delayed ductal development. The KL mammary gland is capable of responding to Estrogen
and Progesterone stimuli, but its morphology markedly differs from the WT gland, with a
delay in epithelial elongation, dilated end buds and abnormal lateral ramification. The
transplants of total KL and WT mammary glands on WT mice or the transplant of epithelial
portion into mammary cleared fat pad suggest klotho plays an autonomous and
nonautonomus role in this organ. In tridimensional cultures, organoids of KL-deficient primary
mammary epithelial cells display less cohesion than organoids of WT cells, suggesting a
possible role of klotho in cell-cell interaction. Together, these data suggest that klotho plays

an autonomous and nonautonomous role in murine mammary gland morphogenesis.

Key words: Klotho. Mammary gland. Morphogenesis. Tridimensional Culture.
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1 INTRODUCAO

A presenca da glandula mamaria é a caracteristica morfolégica que define a
classe dos mamiferos, além de ser um dos Unicos 6rgéos responsaveis pela nutricdo
inicial dos filhotes mamiferos, através da producéo e liberagdo de leite [

A glandula mamaria € um complexo Orgdo secretor composta por tecido
epitelial, que forma uma arvore ductal ramificando-se a partir do mamilo, invadindo o
estroma que, em camundongos, € preenchido por adipécitos e denominado fat pad
(Figura 1) -4, A porcéo epitelial pode ser dividida em dois tipos de células: luminais
e basais. As células luminais formam o ducto e os alvéolos e suas células podem ser
classificadas quanto ao tipo de receptor hormonal que apresentam. S&0 essas
células que irdo se especializar para a producdo de leite quando requerida. As
células basais sao principalmente mioepiteliais, com fung¢bes contrateis para a

expulsdo do leite, havendo também uma populagdo de células-tronco 341,

Humana Murina
Estroma Mamilo Eat Pad

/ unidade ductolobular terminal J /

)

L/5Y
>
/ L 23— Ducto

Linfonodo

\ .
\ Mamilo

Ducto

i

Figura 1. llustracdo esquematica da glandula mamaria humana e murina. A imagem
representa a glandula mamaria humana (esquerda) e murina (direita), mostrando as

principais estruturas que as compde. Modificada de Visvader, et al; 2009 B,
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Por ser um 6rgédo, em mamiferos, que se desenvolve majoritariamente apés o
nascimento, a glandula mamaria torna-se um modelo atil e fraquentemente
empregado para o estudo da biologia do desenvolvimento. Embora a glandula
mamdaria murina difra da humana em alguns aspectos ao longo do seu
desenvolvimento, mostrou-se um importante modelo para o estudo do
desenvolvimento normal e progresséo tumoral da glandula mamaria humana 6 71,

O camundongo possui 5 pares de glandulas mamarias localizadas
imediatamente abaixo da pele, sendo 3 pares toraxicos e 2 inguinais, (Figura 2) 1.

Adiante serdo detalhados alguns aspectos de seu desenvolvimento.

Pares
toraxicos

Pares
inguinais

Figura 2. llustracdo esquematica dos 5 pares mamarios murinos. O desenho mostra a
disposicdo dos 5 pares de glandula maméria na por¢do ventral de um camundongo.
Modificado de Lin, Chen et al. 2017 I,

1.1 Desenvolvimento da glandula mamaria murina

O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre ao longo de 3 estagios
principais: embrionario, pubertal e reprodutivo . Nesses estagios, a glandula
mamaria passa de um ramo rudimentar com intenso potencial proliferativo, ao
nascimento, para uma arvore ductal bem desenvolvida ao término da puberdade. E
capaz ainda de sofrer intensa proliferagcdo e diferenciacdo para a producao e
secrecdo do leite a cada gestacdo e de retornar ao estado pré gestacional a cada
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desmame (Figura 3). Cada uma dessas etapas sera apresentada com mais detalhes

a diante 34,

Mamilo Linfonodo

Fat Pad Gestagao
Nonato
l .
—
Puberdade Adulto

Lactagao

Figura 3. llustragdo esquemaética das etapas do desenvolvimento pds natal do epitélio
mamario murino. A imagem mostra um esquema representativo da glandula mamaria
neonatal, pubere, adulta, gestante e lactante. TEB - terminal end bud. Modificado de
Watson, et al. 2008 [,

1.1.1 Desenvolvimento embrionéario

Embora a maior parte do desenvolvimento mamario se dé no estagio pos
natal, o estagio embrionario é fundamental para definir a localizagdo das glandulas
mamarias e formar uma arvore epitelial rudimentar [,

Esse desenvolvimento tem inicio a partir do dia 10 de gestacdo, quando
comecam a se formar a linha do leite, dois corddes bilaterais derivados da
ectoderme 19, Posteriormente, no dia 11,5, as células da ectoderme migram para o
interior da mesoderme e as linhas do leite ddo lugar aos 5 pares de placoides
primérios, ja localizados onde irdo, a partir do dia 15,5, se estender para formar
brotos mamarios 1.1,

Esses brotos se acomodam na mesoderme adjacente, que passa a formar o

fat pad mamario. Ocorre entdo a formacao dos ductos rudimentares com a extensao
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de 10-15 ramos incipientes. Essa ramificacdo inicial ocorre em resposta a
sinalizacao recebida do mesénquima, sem a influéncia hormonal observada na fase
pos-natal [1° 111, Os ramos incipientes ja possuem capacidade de diferenciacédo para
producdo de leite e formam extremidades com alto potencial proliferativo 3. Suas
extremidades possuem varias camadas internas de células chamadas de medula,
recobertas com uma camada epitelial com potencial de invasdo, chamada cortex.
Essas estruturas dardo origem aos terminal end buds (TEBs) que serao
apresentados na puberdade [14 151,

A glandula mamaria rudimentar mantem-se quiescente do periodo do
nascimento até a puberdade, ndo havendo nesse periodo desenvolvimento
mamario, apenas o crescimento alométrico, ou seja, que acompanha o crescimento

geral do individuo [412],

1.1.2 Desenvolvimento pubertal

A puberdade murina se inicia entre a terceira e quarta semana de vida,
guando os ovarios passam a liberar os horménios sexuais, e se completa na oitava
semana de vida [3 161,

Durante esse periodo, ocorre uma massiva proliferacdo dos ductos mamarios
em resposta aos hormdnios ovarianos (sobretudo estr6geno e progesterona) que
regulam localmente, no microambiente mamaria, a acao dos fatores de crescimento
[3. 18] O estimulo hormonal leva a extensdo dos ductos e a sua ramificacao,
formando ramos secundarios a partir dos ductos primarios. Ao final da puberdade,
cerca de 60% do fat pad deve estar preenchido pelos ramos, que se espalham por
toda a sua extensdo 4,

Esse crescimento massivo inicia-se pelas estruturas proliferativas dos ductos
rudimentares acima descritas e € continuado pelos TEBS, que serdo responsaveis
pelo crescimento ductal na maior parte da puberdade. Os TEBs sado estruturas
terminais dos ductos em crescimento constituido de uma capsula com duas
camadas. A camada externa é formada por células progenitoras das células
mioepiteliais (cap cells) e a camada interna € estratificada e € formada por células
progenitoras da células luminais (body cells). Essas estruturas sdo responsaveis

pela invasao do estroma, que é liderada pelas células da camada externa do TEB [*5>
17, 18]
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Embora o desenvolvimento pés-natal da glandula mamaria se dé
principalmente sob estimulo hormonal de estrégeno e progesterona, sabe-se que
apenas 30% das células epiteliais luminais possuem receptores para esses
hormonios 1% 20 Assim, o estimulo proliferativo de estrégeno e progesterona ocorre
de forma paracrina, por meio de mediadores da resposta hormonal que, direta ou
indiretamente, estimulam a proliferacdo das células-tronco ou progenitoras na
glandula mamaria 119 201,

Uma vez preenchido o fat pad, a glandula fica pronta para a diferenciacao,
caso ocorra a gestacdo. Ainda, a cada ciclo estral, ocorre um estimulo proliferativo,
com a proliferacdo e morte de pequenas ramificacdes terciarias que involuem a cada

periodo 1721,

1.1.3 Desenvolvimento reprodutivo

O desenvolvimento reprodutivo ocorre a cada ciclo gestacional e consiste em
duas fases: na diferenciacdo terminal das células da glandula mamaria e na sua
involugéo 1,

A diferenciacao ocorre do periodo de gestacédo e lactacao, afim de preparar a
glandula mamaria para producdo, armazenamento e secrecdo do leite. A involucdo
ocorre ao término do periodo de lactacdo. Nesta fase, a glandula retorna para o
estado semelhante a glandula virgem, a fim de prepara-la para uma futura gestacao
(4]

A gestacdo murina dura 21 dias, sendo que entre 19 e 21 dias ocorre um pico
de diferenciacdo da glandula mamaria, que se torna totalmente competente para a
entrega de leite até o0 momento do parto Bl. Durante a gestacéo, ocorre inicialmente
um aumento nas ramificacdes laterais secundarias e terciarias, no qual a
progesterona tem importante papel estimulador . Progesterona e prolactina atuam
em conjunto nessa fase, permitindo entdo o remodelamento e diferenciacdo dessas
células, para formacéo de alvéolos competentes. Nos periodos finais da gestacao e
inicio da lactacdo as células dos alvéolos terminam sua especializa¢cdo e passam a
secretar leite [22 23],

A glandula mamaria diferenciada mantém a mesma disposi¢cado celular
observada na glandula virgem, apresentando uma camada externa de células

mioepiteliais que recobre a arvore ductal. Na porcéo alveolar, a camada mioepitelial
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forma uma estrutura semelhante a uma rede, com capacidade de contracéo 2% 241,
Sabe-se hoje que a funcdo das células mioepiteliais vai além do papel contratil, pois
elas atuam paracrinamente sobre as luminais e sdo essenciais para a sua
diferenciacao 2%,

O lumen alveolar é conectado a rede de ductos mamarios que se conectam
ao mamilo. Uma vez que ocorra o estimulo de succao pelo filhote, as células
mioepiteliais sdo estimuladas pelo hormodnio oxitocina. Ocorre entdo a contracao
necessaria para a expulsdo do leite armazenado nos alvéolos para o limen ductal
[21, 24].

A involucdo se inicia quando ndo ha mais demanda por leite da prole, seja
pelo desmame normal, que, no camundongo, ocorre por volta de 21 dias de vida,
seja pela retirada precoce dos filhotes [3 261, Na involug&o, ocorre a morte das células
produtoras de leite e um intenso remodelamento da porcédo epitelial da glandula e da
matriz extracelular 271,

O processo de involucao se da em dois estagios. O primeiro, imediatamente
apés a retirada dos filhotes, ndo acarreta em alteragbes morfolégicas, porém ha
grande acumulo de leite nos alvéolos. Nele ocorre apoptose e destacamento de
células alveolares, que se acumulam no limen do alvéolo nas primeiras 12 horas
apos o desmame. Essa primeira fase da involucdo pode ser revertida caso haja
novamente o estimulo de succéo 17 271, O segundo estagio € irreversivel e ocorre
apos 48 horas sem demanda por leite, neste estdgio ha perda das estruturas
alveolares [ 271 | que ddo novamente lugar aos adipdcitos do estroma e a arvore

epitelial retorna a arquitetura semelhante a anterior a gestacgéo 171,

1.2 Vias reguladas por klotho que tém um papel no desenvolvimento mamario

murino

Todas as fases do desenvolvimento mamario devem ser finamente reguladas
e diversas vias atuam para a organizacao da morfogénese e diferenciacdo mamaria
28] Muitas das vias que regulam o desenvolvimento fisiolégico da glandula mamaria
estdo frequentemente alteradas em condi¢gBes patoldgicas e na progressao tumoral,

sendo portanto um alvo de estudo interessante para diversas areas 14 29,
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Algumas vias importantes no desenvolvimento mamario murido sdo também
reguladas por klotho, proteina de interesse neste estudo. Estas vias serdo, portanto,

detalhadas a sequir.

1.2.1 Papel de Wnt na glandula mamaéaria

Uma importante via que atua na plasticidade maméria é a da proteina
wingless (Wnt) B9 A via de Wnt é uma via bem conservada associada
principalmente aos mecanismos de auto renovacao, proliferacdo e morte de células-
tronco. As proteinas da familia Wnt podem atuar tanto pela via canbnica, mediada
por (B-catenina, quanto pela via ndo canodnica, chamada de independente de [3-
catenina (31,

Na glandula mamaria, foi mostrado que ocorre a expressdo de diferentes
ligantes da familia Wnt em cada fase do desenvolvimento mamario, havendo
diferente expressdo espacial e temporal de Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, e Wnt7b [32],

Dessa forma, Wnt atua tanto no desenvolvimento ndo hormonal (pré-natal),
guanto no mediado por estrégeno (pubertal) e progesterona (reprodutivo), porém
tem uma acgdo mais proeminente na fase mediada por progesterona 321,

Na fase embrionaria, foi mostrado que a acédo canbnica de Wnt é essencial
para a localizag&o correta das linhas de leite e dos placdides mamarios [331.

Por ser um 6rgdo que permanesce quiescente até a puberdade e passa por
uma intensa proliferacéo celular no seu desenvolvimento pubertal e diferenciacdo a
cada gestagdo, as células-tronco e progenitoras tém um papel importante também
na fase pos natal. A auto renovacao, proliferacdo e comprometimentos dessas
células com o fenotipo diferenciado séo essenciais para a morfogénese da glandula
mamaria e sua renovacéo a cada ciclo mamario 34,

Foi mostrado que as células que expressam o0 receptor de estrogeno
secretam Wnt de forma direta e também indiretamente, ativando a expresséo de Wnt
em células do estroma. Desta forma, em resposrta ao estimulo hormonal, Wnt
(possivelmente Wnt4, Wnt5a, and Wnt7b) é produzido na glandula mamaria. A partir
dai, Wnt tem papel de mediador hormonal, atuando em diferentes tipos celulares
mamarios, incluindo as células-tronco 32 341,

Ainda, durante a puberdade, o controle negativo para a proliferacéo do tecido

epitelial é importante para assegurar que se mantenha espaco suficiente no estroma
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gue sera ocupado na futura alveologénese. O fator de crescimento transformante 31
(TGF-B1) ativa diretamente a expressdo de Wnt5, que, por sua vez, regula
negativamente a extens&o e ramificacdo mamario [+ 34,

Ja na gestacdo, Wnt4 € um importante mediador paracrino da progesterona e
necessario para a formacdo de ramificacbes laterais, que ocorrem antes da
formacdo dos alvéolos propriamente dita. Para que ocorra a alveologénese é
necessaria a ativagao de B-catenina e, embora ndo se saiba qual Wnt esta envolvido

nesse processo, sabe-se que € dependente da ativacdo da sua via canonica 32 34,

1.2.2 Papel de FGF na glandula mamaéaria

Os fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) formam uma familia de pelo
menos 22 proteinas estruturalmente semelhantes, com distribuicdo ubiqua e
diversas atividades biologicas. Cada tipo de FGF se liga a receptores de FGF
(FGFR) especificos, necessitando muitas vezes de adaptadores moleculares para
promover a interagéo receptor-ligante 351,

No desenvolvimento embrionario, a presenca de FGF2 e de seu receptor na
ectoderme € necessdria para o inicio e a manutencdo dos brotos mamarios, bem
como seu posicionamento (8],

Uma forma de atuac¢do hormonal na glandula mamaria € por meio do crosstalk
das células epiteliais com as células do estroma mamario. Um mediador dessa via é
a anfiregulina, liberada pelas células que expressam o receptor de estrégeno em
resposta a esse horménio. A anfiregulina tem seu receptor no estroma, que, em
resposta ao seu estimulo, produz diversos FGFs. FGF1, FGF2, FGF4, FGF7 e
FGF10 estdo presentes na glandula mamaria durante o desenvolvimento pubertal e
estimulam seus receptores expressos pelas células epiteliais, promovendo sua
proliferacéo [35 361,

Nos TEBs, a presenca de receptores FGFR2 favorece a invasdo do estroma
pela arvore ductal, sendo que o estimulo do crescimento ductal é especifico para
esse receptor 8. Ndo se sabe ao certo o papel de FGF durante as fases de
gestacdo e lactacao, porém é sabido que a glandula mamaria expressa FGF nessas
fases, sendo que FGF23 é expresso em menor quantidade pela glandula mamaria e

é encontrado em pequenas quantidades no leite materno [26:37],
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1.2.3 Papel de insulina e IGF-1 na glandula mamaria

Para o desenvolvimento da glandula maméria pubere, além do estrégeno,
liberado pelos ovarios, é necesséria a liberacdo do hormdnio de crescimento (GH)
pela glandula pituitaria. GH se liga a seu receptor no estroma mamario e estimula a
expressao de IGF-1, que, por sua vez, ira estimular a ramificacdo e a extensao dos
ductos de forma paracrina, ligando-se aos receptores de IGF-1 no tecido epitelial,
principalmente nos TEBs [28: 381,

Foi mostrado que a glandula mamaria depende de IGF-1 para o
desenvolvimento durante a puberdade, pois esse desenvolvimento é interrompido
em camundongos knockout para o gene igf-1. Sabe-se também que o IGF-1
produzido localmente pelo estroma exerce um papel mais importante no
desenvolvimento da glandula mamaria do que o IGF-1 circulante secretado pelo
figado 128 39,

Na fase do desenvolvimento alveolar, a insulina passa a ter um papel
importante na glandula mamaria, agindo de forma sinérgica com a prolactina. Tanto
insulina, quanto seu receptor (IR) sdo requeridos para alveologénese e para a
diferenciacédo do tecido para a producao de leite, regulando também a secrecéo de

leite na fase da lactacgéo (38,

1.2.4 Papel dos canais de calcio TRPV na glandula mamaria

Durante a lactagdo, a glandula mamaria precisa de um grande aporte de
calcio da circulagdo sanguinea, que sofre transporte transcelular para o leite, a fim
de suprir as necessidades de calcio do filhote. Ainda, a homeostase de calcio na
glandula mamaria possui papel na sua proliferacdo, diferenciacdo e apoptose, sendo
importante no remodelamento da glandula maméaria durante a involugdo. Apesar de
sua importancia, os mecanismos pelos quais ocorre o0 transporte de calcio para a
glandula mamaéria ainda néo estdo elucidados [0 41,

Os receptores de potencial transiente (TRP), especialmente os do tipo
vaniloide (TRPV) 5 e 6, estdo possivelmente envolvidos na entrada de célcio na
glandula mamaria. Tratam-se de canais seletivos para calcio e que ndo dependem

da despolarizacdo da membrana. Estdo constitutivamente ativos, sendo sua
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expressdo regulada por hormoénios calciotropicos e sdo considerado canais
universais para a entrada de calcio no tecido epitelial (411,

A presenca de TRPV5 na membrana plasmatica das células epiteliais
mamarias ndo foi detectada, porém foi levantada a hipotese de que sua expressao
seja ativada durante a lactacdo. A presenca de TRPV6 foi detectada na membrana
apical, sugerindo que ela exerca outro papel na homeostase do calcio, que nao a

entrada basolateral requerida para a passagem de calcio para o leite 1421,

1.4.5 Implicacéo dessas vias no cancer de mama

As vias acima mencionadas como importantes reguladores do
desenvolvimento normal da glandula maméria estdo frequentemente alteradas na
sua tumorigénese 291,

Insulina e IGF-1 regulam a proliferacdo, sobrevivéncia e metastase do cancer
de mama, sendo que uma maior taxa de insulina na circulagdo sanguinea foi
associada a um pior prognéstico para o cancer de mama em pacientes com diabetes
mellitus 43 44 451 Ainda, o aumento da concentracdo plasmatica de IGF-1 aumenta o
risco de cancer de mama no periodo pré-menopausa e, in vitro, IGF-1 foi associado
a resisténcia de células tumorais mamarias a drogas antitumorais 43 461,

A sinalizacdo de FGF pode apresentar-se alterada de diversas formas no
cancer de mama, podendo apresentar uma expressao desregulada de FGF, bem
como aberragdes em seu receptor, como mutacdes ou translocacdes 471,

Foi mostrado, em camundongos, que a ativagédo descontrolada da via de Wnt
lava a tumorigénese mamaria, embora 0s mecanismos pelos gquais isso ocorre ainda
nao estejam bem estabelecidos. Em humanos, os genes que expressam Wnt estao
frequentemente superexpressos e ha correlagdo entre tumor de mama e uma
estabilizacdo de B-catenina, que é resultado da ativacdo da via canbnica de Wnt [48
49].

A expresséo de TRPV6 se mostrou aumentada em amostras provenientes de
cancer de mama e em células de linhagem tumoral mamaria, como MDA-MB-231,
MDA-MB-468, T47D, SKBR3 e MCF-7. A expressao de TRPV6 é maior em células
com perfil mais invasivo e, in vitro, foi observada que a inibicdo do canal TRPV6

inibe a invasdo e migragado celular 140 421,
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Essas mesmas vias que regulam o desenvolvimento e a tumorigénese
mamaria sdo também sabidamente reguladas por klotho em outros tecidos 5% 52,

Portanto, iremos apresentar a proteina klotho e sua fung¢éo nas vias mencionadas.

1.3 Klotho

Em 1997, Kuro-o et al. descreveu pela primeira vez o gene klotho (kl) ao
observar sua relacdo com o envelhecimento precoce em camundongos 9. O
camundongo deficiente em klotho apresenta o tempo de vida reduzido e, a partir da
puberdade, mostra uma série de fenotipos semelhantes aos do envelhecimento
humano, que incluem aterosclerose, osteoporose, calcificacdo ectdpica, atrofia da
pele, enfisema e infertilidade. O camundongo deficiente em klotho tem o crescimento
retardado e a maturacao de génadas funcionais prejudicada, causando a infertilidade
(Figura 4).

Atualmente, sabe-se que a proteina a-klotho (chamada aqui apenas klotho)
atua em diferentes processos metabdlicos ndo apenas relacionados ao

envelhecimento, sendo de interesse de diversos campos de pesquisa 51,

Figura 4 - Animal deficiente em klotho apresenta retardo do crescimento e néo
desenvolve gdnadas funcionais. A- Comparacdo entre animal deficiente em klotho kl/kl e

selvagem +/+, mostrando retardo do crescimento. O animal kl/kl também n&o desenvolve
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gbnadas funcionais em ambos o0s sexos. Os ovarios/Utero e testiculos estdo mostrados em

B e C, respectivamente. Modificada de Kuro-o, et al. 1997 ©%,

Klotho ¢ um gene bem conservado em humanos (cromossomo 13),
camundongos (cromossomo 5) e ratos (cromossomo 12) B2 53 apresentando 5
exons e 4 introns 3%, A proteina apresenta alta homologia entre as espécies, tendo
98% de homologia entre a espécie humana e camundongos 54,

Trata-se de uma proteina transmembranar, com 1014 aminoacidos, que
possui uma sequéncia sinal na extremidade N-terminal (SS), responsavel por sua
translocacédo do citoplasma para a membrana plasmatica, uma por¢ao citoplasméatica
(CD) e uma porcéao extracelular (Figura 5) 54,

A porcéo extracelular possui dois dominios denominados KL1 e KL2 DY, Esta
parte da molécula sofre clivagem proteolitica, que pode ocorrer em dois sitios
distintos, gerando formas soltveis de 70 ou 130 kDa, como esquematizado na figura
5 B4, Ha ainda uma segunda forma circulante de klotho, originada do splicing
alternativo, tendo tamanho e estrutura semelhante ao dominio KL1, diferindo apenas
pelo C-terminal. A proteina apresenta portanto 3 isoformas, sendo uma forma
transmembranar e duas formas sollveis com origens distintas - uma é produto da
clivagem proteolitica do dominio extracelular e a outra € produto de splicing
alternativo. Nao se sabe ao certo a diferenca de funcionalidade entre essas duas

formas circulantes (Figura 5) [50 €511
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Figura 5. Estrutura geral de klotho e seus produtos de clivagem. Klotho
transmembranar apresenta dois dominios extracelulares (KL1 e KL2), uma sequéncia sinal
(SS), um dominio transmembranar (TM) e um dominio citoplasmatico (CD). A porcédo
extracelular pode ser clivada nos sitios a1 e a2 (indicados), gerando produtos de 130 e 70

kDa, respectivamente. Adaptado de Chen et al, Biochemistry 201454,

Inicialmente observou-se que kotho era expresso majoritariamente nos
tubulos contorcidos distais do rim, na glandula paratireéide e no plexo coréide do
cérebro. Estudo posterior revelou que diversas outras células e tecidos humanos

expressam klotho em menor quantidade, como mostrado na tabela 1 55 561,

Tabela 1 - Expressdo de klotho em diversos tecidos humanos. Foi utilizada
espectrometria de massa para caracterizar a presenca de klotho em diversos tecidos e
células e confirmar a presenca da porgdo transmembranar. Adaptado de Lim, et al. 2015 58,

Peptideo da porgdo extracelular Peptideo da porgdo transmembranar
Células Humanas
Proteina a-Klotho recombinante humana +
Células epiteliais do tubulo proximal do rim +
Queratindcito +
Celulas epiteliais mamarias +
Celulas epiteliais da prastata +
Células neuronais + +
Tecidos humanos
Proteina a-Klotho recombinante humana + +
Rim + +
Cortex renal + +
Medula renal + +
Glandula paratireoide + -
Pancreas + +
Cortex cerebral + +
Cerebelo + +
Aorta + +
Artéria muscular + +

Uma vez que as formas circulantes de klotho s&o lancadas na corrente
sanguinea, klotho tem atividade hormonal e exerce papel em diversos 6rgaos. A
analise estrutural dos dominios extracelulares de klotho mostra semelhanga com as
proteinas da familia da hidrolases glicosidases 1 (GH1), porém nao foi demonstrada
atividade hidrolitica significativa para klotho 571,

Parte das func¢des de klotho transmembranar e circulante serdo descritas com

mais detalhes adiante.
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1.3.1 Klotho é co-receptor obrigatorio de FGF23

O fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF23) € um fator de crescimento
derivado do 0sso que regula a funcéo renal através do metabolismo de vitamina D e
da homeostase do fosfato 8. FGF23 reduz a absorcdo de fosfato na urina e
doencas associadas ao 0 excesso de FGF23 mostram um desperdicio de fosfato,
mesmo que a fungéo renal esteja intacta 9.

E sabido também que FGF23 atua como um regulador negativo da
concentracéo de vitamina D no plasma por duas vias. FGF23 suprime a transcricéo
de 25-hidroxivitamina D 1-a-hidroxilase (Cyp27b1l), que participa da sintese da forma
ativa de vitamina D. FGF23 estimula 1,25-dihidroxivitamina D 24-hidroxilase
(Cyp24al), que catalisa o catabolismo de vitamina D em sua forma inativa de acido

calciotrépico (Figura 6) [69. 611,

Klotho transmembranar |

XY
O

1 - a - hidroxilase 24- hidroxilase
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25(0H)D —> 1,5(0H),D; __5 Acido Calciotrépico
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Figura 6. Esquema da sinalizacdo de klotho/FGF23 no metabolismo de vitamina D. A
sinalizacdo de klotho/FGF23 reduz os niveis plasmaticos de vitamina D por inibir a

expressdo de 1 — a — hidroxilase e por induzir 24-hidroxilase. Dessa forma diminui a
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producdo da forma ativa da vitamina D e estimula seu catabolista na forma inativa de acido

calciotrépico. Modificado de Sopjani, et al. 2015 ©1,

Os dominios extracelulares de klotho transmembranar e do receptor de fator
de crescimento fibroblastico 1 (FGFR1) dimerizam, tornando o heterodimero um
receptor especifico de FGF23 62, Além disso, Klotho solivel também se liga a
FGF23, formando um complexo FGFR1 - Klotho - FGF23, que estabiliza a ligacéo de
FGF23 no seu receptor 62 63, Dessa maneira, a maior expressdo de klotho no
tubulos renais e no plexo cordide cerebral estd também associada a funcdo de
FGF23 nesses tecidos 62,

Em 2018, foi mostrada a estrutura cristalina desse complexo, esclarecendo
como se da ligacdo de klotho a FGF23 e a aproximacdo de FGF23 e FGFR1
promovida por klotho (Figura 7). Esse mesmo trabalho também mostrou que a forma
circulante de klotho é suficiente para exercer a funcdo de co-receptor, atuando sob
demanda como um mediador ndo enzimatico para esse ligacdo 4. A atuacdo de
klotho soltvel como receptor de FGF23, além da forma transmembranar, sugere que
klotho poderia atuar também de forma paracrina 631,

Figura 7. Representacéao estrutural da superficie do complexo FGF23-Klotho-FGFR1. A
imagem baseia-se na cristalografia de raio-x, confirmando a formac¢do do complexo FGF23-
Klotho-FGFR1. Adaptado de Chen et al. 2018 4],
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1.3.2 Klotho é inibidor da via de Wnt

Wnt é uma proteina secretada que regula a auto-renovacao e proliferacdo das
células-tronco em diversos tecidos. Sabe-se que a ativacdo prolongada da via de
Wnt promove a exaustdo das ceélulas-tronco e alteracdo das células progenitoras o
que pode levar ao fenétipo de envelhecimento [65],

Foi mostrado que klotho solUvel pode se ligar a diversos membros da familia
de Wnt, inibindo a interacdo desses fatores ao seu receptor na membrana
plasmatica. Assim, o envelhecimento precoce observado no animal deficiente em
klotho estaria relacionado a uma ativacdo excessiva da via de Wnt 551,

Embora o camundongo deficiente em klotho apresente osteoporose nos
0ssos periféricos, hA um aumento da massa 6ssea nas epifises trabeculares, que se
explica por uma proliferacdo acentuada das células-tronco ésseas, uma vez que Wnt
esta seletivamente aumentada nessa regido (66,

Klotho também atua como supressor de tumor em diversos tecidos 7], Em
hepatocarcinoma, foi mostrado que a inibicdo da via de wnt por klotho esta
associada com a supressdo do tumor, uma vez que a via Wnt/b-catenina é

importante no desenvolvimento do tumor hepatico (68,

1.3.3 Klotho inibe a via de insulina/IGF-1

As vias de insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)
sdo fundamentais para diversos processos metabdlicos e de desenvolvimento de
varios tecidos 69,

Klotho inibe a via de sinalizacdo de insulina e IGF-1 sem interagir diretamente
com o receptor desses ligantes [7%. Embora os mecanismos de regulacéo de insulina
e IGF-1 por klotho ndo estejam completamente elucidados, sabe-se que, in vitro,
klotho suprime a autofosforilacdo do receptor de insulina/IGF-1, bem como de outras
reacoes de fosforilacdo ao longo da via de sinalizacdo, como o da fosfoinositil 3-
kinase (PI3K) Y, Dessa forma, o camundongo deficiente em klotho apresenta maior
sensibilidade a insulina, bem como menor secrecéo deste horménio 50,

E sabido que a inibicdo da via insulina/IGF-1/P13K previne o envelhecimento
de forma conservada em diferentes espécies [2. Isto se d& por conferir resisténcia

ao estresse oxidativo, uma vez que a via de estresse oxidativo das proteinas
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forkhead box (FOXO) € um alvo da via de insulina/IGF-1/PI3K. A inibicdo da via
insulina/IGF-1/PI3K ativa FOXO, que aumenta a transcricdo de genes que codificam

enzimas antioxidantes (Figura 8) [73,

IGFR/IR

Insulin

Citoplasma

Nicleo

Antioxidantes

Figura 8. Klotho inibe a via de insulina e IGF1. Klotho inibe a via de insulina e IGF1, sem
se ligar diretamente ao seu receptor. A inibicdo dessa via favorece a ativacdo das FOXOs,

gue conferem resisténcia ao estresse oxidativo. Adaptado de Xu, et al. 2015 B4,

1.3.4 Klotho estabiliza o canal de calcio TRPV5

TRPV5 e TRPV6 séo canais de célcio da familia dos receptores de potencial
transiente vaniloides (TRPV) e desempenham como funcéo principal a manutengéo
dos niveis de célcio no sangue. Sdo estruturalmente semelhantes e muitas vezes
atuam em conjunto, embora TRPV5 seja mais abundante nos rins e TRPV6, no
intestino 74,

Klotho possui atividade de [(-glucuronidase na sua porgdo extracelular,
através da qual hidrolisa um acido sialico do dominio extracelular do canal TRPV5.
Essa modificacdo expde um sitio de ligacdo de galectina -1, que forma um polimero

estavel, reduzindo a taxa de endocitose do canal. Dessa forma, klotho leva a
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estabilizacdo de TRPV5 na membrana plasmatica, como mostrado no esquema a

seguir (Figura 9) [75 78],

Ainda, foi mostrado que in vitro, klotho € capaz de ativar exclusivamente

TRPV5 e TRPV6, mas ndo outros canais da familia dos receptores de potencial

transiente (TRP) /7],
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Figura 9. Klotho estabiliza canal TRPV5 na membrana plasmética. Klotho hidrolisa um

residuo de acido sidlico do canal TRPV5 (seta), permitindo a ligacdo do canal com polimero

de galectina -1 e consequentemente retardando sua endocitose. Modificado de Che, et al.

2008 ¢l
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2 Justificativa

As vias acimas descritas entdo entre as muitas vias que regulam o
desenvolvimento normal da glandula mamaria e que séo frequentemente associadas
com sua progressdo tumoral ™ 29, Assim, torna-se interessante encontrar e estudar
moléculas que as regulem simultaneamente, buscando uma melhor compreenséo do
desenvolvimento da glandula mamaria e possivelmente um novo alvo terapéutico.

Nesse contexto, o estudo do papel de klotho na glandula mamaria torna-se
relevante, pois a interacédo de Klotho com essas vias ! 4l levanta a hip6tese de que
klotho possa ter um papel importante no 6rgdo. Além disso, alguns estudos
mostram evidéncias de que klotho é um supressor do cancer de mama 5 781,

Foi mostrada uma alta a expressao de klotho em células provenientes de
glandula mamaria humana saudéavel e expressao de klotho diminuida em parte das
células tumorais mamarias provenientes de pacientes, principalmente em tumor com
perfil invasivo. Ainda, células proveniente de tumor invasivo que apresentavam uma
maior expressdo de klotho tinham uma menor taxa de proliferagdo do que nao
expressavam klotho em grande quantidade[*°.

Um mecanismo mostrado para o silenciamento de klotho em tumores
mamarios é a alteracdo epigenética de seu promotor. Em 1/3 das células tumorais
provenientes de pacientes e em diversas linhagens celulares tumorais (MCF-7,
MDA-MB-231, Hs578T, T47D, and BT474) foi mostrado que h& metilagdo na regiao
promotora do gene klotho. Nao foi observada metilacdo em células provenientes de
glandula saudavel ou de linhagem mamaria ndo tumoral. Essa metilagdo ocorre nos
estagios iniciais do desenvolvimento tumoral e € condizente com uma diminuicéo de
MRNA para klotho, sugerindo que a supressédo de klotho na célula é um evento
precoce na tumorigénese mamaria [79],

Em cultura de células de tumor mamario MCF-7 e MDA-MD-231, foi visto que
a maior expressdo de klotho ou o tratamento com klotho solivel aumenta a
transcricdo de um gene supressor de tumor. o da proteina de ligacdo ao
intensificador de sinal CCAAT . Isso ocorre por meio da inibicdo de IGF-1 e, em
células extraidas de tumor mamério humano, klotho aumenta a ativacdo da via de
FGF 1491

Sabe-se que mutacdo nos genes BRCAL1 e BRCA2 aumentam a o risco para

cancer de mama, porém, mesmo em individuos com a mesma mutacdo, a
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penetrancia do surgimento de tumor varia, indicando que outros fatores regulam o
risco de desenvolvimento tumoral nesses individuos. Klotho possui uma forma
variante, que difere da klotho selvagem em seis sequéncia e que tem uma atividade
enzimatica diminuida. Essa forma variante de klotho foi mostrada como um dos
fatores que modificam o risco de cancer de mama para individuos com mutacao para
BRCA1 e BRCA2. O animal heterozigoto para klotho variante tem o risco para
cancer mama e para seu aparecimento precoce aumentado, se comparado ao
animal homozigoto para klotho selvagem [89],

Esses dados indicam que klotho tem importante papel no desenvolvimento da
glandula mamaria e na sua tumorigénese, portanto seu estudo traz perspectivas
para um novo alvo terapeutico para o cancer de mama. Apesar disso, 0 papel de
klotho na glandula mamaria nunca foi estudado. Assim, o objetivo deste trabalho foi
trazer uma compreensao inicial de seu papel na morfogénese e diferenciacdo da

glandula mamaria murina.
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3 Objetivo

Investigar o papel de klotho no desenvolvimento pds-natal da glandula

mamdaria murina utilizando animais deficientes nessa proteina como modelo.

3.1 Objetivos especificos

|- Fazer a caracterizacdo morfologica da glandula mamaria murina deficiente em
klotho;

lI- Investigar o papel de klotho na resposta do epitélio mamario ao estimulo
proliferativo de estrogeno e progesterona,;

Ill- Avaliar o papel autbnomo de klotho na glandula mamaria e

IV- Investigar o papel de klotho na morfogénese de organdides de células primarias

cultivadas em meio tridimensional.



36

4 Materiais e Métodos

4.1 Experimentagdo Animal

Os animais trangénicos foram cedidos pelo Dr Makoto Kuro-O, do Center for
Molecular Medicine, Jichi Medical University, Shimotsuke, Japdo. Esses animais
foram gerados através da insercado de um transgene de 8 kb no locus de klotho, na
regido 5 do gene. Portanto, esses animais ndo sdo knockout para klotho, mas sim
“severamente hipomorfos”. A delegao de klotho especificamente no rim resulta em
animais idénticos aos hipomorficos utilizados nesse estudo, indicando que o klotho
expresso por esse 6rgao é o principal responséavel pelo fenétipo observado nesses
animais [ 81 O fendtipo s6 é observado nos homozigotos, heterozigotos s&o
idénticos aos selvagens %, Os animais deficientes em klotho s&o inférteis. Portanto,
0s animais utilizados nesse estudo foram gerados pelo acasamento entre animaias
heterozigotos. Os animais foram mantidos em salas com luz (ciclos de 12 horas
claro e escuro) e temperatura (23 °C) controladas. A disseccdo da glandula mamaria

foi realizada apds a eutanasia em camara de CO:.

4.2 Injecédo de estrogeno e progesterona

A injecdo hormonal foi feita por 9 dias, iniciando-se apds o desmame. Foi
utilizada injecdo subcutanea de 1ng de progesterona (Abcan: ab141252) e 1ug de
17b-estradiol (Abcan: ab1206570) aplicada no dorso do animal. Utilizou-se como
veiculo alcool etilico absoluto. Como controle animais da mesma idade foram

injetados somente com o veiculo pelo mesmo periodo.

4.3 Whole Mount

Os ensaios de whole mount seguiram o protocolo fornecido pelo Bissell Lab
83 A glandula mamaria do 40 par foi extraida a partir do mamilo e estirada em
lamina de vidro, sendo exposta ao ar por 5 min para secagem. A fixacéo foi feita em
solucéo de Carnoy overnight. Posteriormente o tecido foi corado em Carmim Alum,
descorado em solucdo de éacido cloridrico 2% em etanol 70% e desidratada e

desengordurada em xilol absoluto.
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As imagens foram obtidas em estereomicroscopio (Axiozoo v16). A
quantificacdo dos ductos foi feita com o software ImageJ, pela medida em pixels da

area ocupada pela &rvore ductal e da area total ocupada pelo fat pad.

4.4 Preparo dos cortes histologicos para HE

Para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE), o tecido extraido foi fixado
em paraformaldeido 4% e processado para emblocamento em parafina. Os cortes

histolégicos foram feitos em micrétomo na espessura de 5um.

4.5 Transplante da glandula mamaria inteira

30 minutos antes da cirurgia, foi injetado analgésico/antiinflamatorio
subcutaneo (cetoprofeno 0,5 mg/kg). O animal receptor foi entdo anestesiado com
Avertin (25uL/Kg) e posicionado em placa rigida na posi¢do decubito dorsal. A pele
foi cortada na regido em volta do mamilo e a glandula mamaria inteira (epitélio e
estroma) foi puxada pelo corte e extraida por completo. Uma glandula mamaria
recém extraida de animal deficiente em klotho ou selvagem foi entdo introduzida por
essa cavidade e esticada com auxilio de pincas, na regido correspondente ao quarto
par recém extraido (Figura 10, A). Foi realizado tratamento com analgésico por
injecdo subcutanea (cetoprofeno 05 mg/kg) durante os dois dias que seguem a

cirurgia e o animal transplantado foi mantido por 5 semanas apos o procedimento .

4.6 Transplante de epitélio em cleared fat pad

30 minutos antes da cirurgia, foi injetado analgésico/antiinflamatério
subcutaneo (cetoprofeno 05 mg/kg). O animal receptor foi entdo anestesiado com
Avertin (25uL/Kg) e posicionado em placa rigida na posicéo decubito dorsal. A pele
foi cortada na regido em volta do mamilo e a glandula mamaria puxada pelo corte
até que seja possivel visualizar o linfonodo. Foi feita entdo o corte da parte proximal
da glandula maméaria (da regido que compreende do linfonodo até o mamilo),
deixando o restante do fat pad no local. Um fragmento correspondente a porcéo
epitelial da glandula recém-dissecada de um animal deficiente em klotho ou

selvagem foi transplantado em uma cavidade feita no cleared fat pad (Figura 10, B).
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Foi realizado tratamento com analgésico por injecdo subcutanea (cetoprofeno 05
mg/kg) durante os dois dias que seguem a cirurgia e o animal transplantado foi

mantido por 4 semanas apés o procedimento.

Transplante da glandula mamaria inteira

glandula mamdria
a ser transplantada

Animal receptor —

B Transplante de epitélio em cleared fat pad

glandula mamdria
a ser transplantada

Cleared
fat pad

Animal receptor

Figura 10. Modelo esquematico dos transplantes realizados. A — Transplante da
glandula mamaria inteira. Foi transplantado a glandula mamaéria inteira de animal selvagem
(WT) ou deficiente em klotho (KL) no animal mastectomizado. B- Transplante de epitélio em
cleared fat pad. O epitélio da glandula maméaria WT ou KL foi transplantado em cleared fat

pad.O circulo cor de rosa representa o linfonodo da glandula.

4.7 Cultura tridimensional em suspenséo de células epiteliais primarias

A cultura tridimensional foi feita seguindo o protocolo de Bissel, et al B4, As

glandulas mamarias foram extraidas do animal eutanasiado apds 9 dias de injecao
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com E+P. As glandulas foram picadas com auxilio de bisturi e submetidas a digestao
em solucdo de colagenase 1%. ApOs digestdo, foi feita centrifugacédo diferencial, a
fim de obter apenas grumos de células epiteliais. Esses grumos foram colocados
para agregar em suspensao em placas de 35 mm recobertas com poly-hema
contendo 1,5mL de DMEM/F12 enriguecido com soro fetal bovino e Insulin,
Transferrin, Sodium (ITS). Apos 48h o meio foi acrescido de 2% matrigel para

inducéo da formagao dos organoides.

4.8 Imunofluorescéncia dos organoides

As placas contendo as culturas tridimensionais foram mantidas no gelo por 15
min. Os organoides foram entdo separados do meio por centrifugacdo em tubo de
15mL e ressuspendidos em 1mL de PBS. Em uma lamina silanizada foram
demarcados espacos de 1 cm? utilizando-se caneta hidrofébica PAP pen. A
suspencao de organoides em PBS foi espalhada nesses espacos e deixada em
estufa & 37°C até secar. Os organoides foram fixados com PFA 4% por 20 minutos,
lavados em PBS glicina 0,5M. O bloqueio foi feito por 1 hora com solu¢do de BSA
5% e tween 0,1% em PBS. Foi incubado o anticorpo primario, anti - E-caderina
(Santa Cruz — sc7870) overnight, em solucdo de bloqueio, ou foi feita a incubacéo
com faloidina, em solucdo de bloqueio, por 1h. Utilizou-se secundario anti-Rabbit
Alexa 568, por 1 hora, a temperatura ambiente. ApOs lavagem do anticorpo
secundario, os organoites foram incubados com DAPI 1/5000 por 5 min, e montados

em meio Prolong Gold Antifade Mountant (Life technologies).
4.9 Analise estastistica
Todos os graficos e as analises estatisticas foram feitas utilizando o software

GraphPad Prism 6. Em todas as comparac0des foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mann Whitney, sendo considerado significativo p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfolégica da glandula mamaéria deficiente em klotho

Buscamos inicialmente caracterizar a morfologia da glandula mamaria
deficiente em klotho, em comparacdo com a do animal selvagem em
desenvolvimento. Como os animais deficientes em klotho morrem precocemente [
(por volta da oitava semana de vida),qqq essa andlise limitou-se do periodo pré
pubere ao final da puberdade. Para isso, foi feita a extracdo e whole mount da
glandula mamaria do quarto par proveniente de animais deficientes em klotho (KL) e
selvagens (WT), em diferentes etapas do desenvolvimento maméario, sendo: pré
pubere (3 semanas), pubere (4 semanas) e virgem adulta (8 semanas) (Figura 11).
Uma vez que o desenvolvimento mamario na puberdade se da pela extensao e
ramificacdo do epitélio mamario até o preenchimento do fat pad %, foi medida a area
ocupada pelo estroma e pela arvore ductal em cada fase. Obteve-se, a partir dessas
medidas, a porcentagem de ocupacédo do estroma pelo epitélio como parametro para
comparar o desenvolvimento mamario.

A literatura mostra que os animais KL e selvagens sdo idénticos até a
puberdade Y%, No entanto, esse estudo ndo avaliou a glandula mamaria. De fato,
nota-se que as glandulas sdo semelhantes no animal de 3 semanas (Figura 11, A e
B), sendo que o epitélio da glandula WT ocupou 7,69% do estroma, enquanto o KL
teve uma ocupacdo de 11,99%, diferindo portanto em 0.64 vezes quanto a
porcentagem de ocupacao (Figura 11, G).

Entre a terceira e quarta semana de vida, se da o inicio da puberdade murina
e consequentemente a morfogénese mamaria pés-natal. O epitélio mamario, em
resposta aos hormonios ovarianos, passa a proliferar, ocupando o estroma [l
Assim, na glandula mamaria do animal WT com 4 semanas, pode-se observar a
expansdo do epitélio, que passa a ocupar 23,68% do fat pad (Figura 11, C e G).
Esse aumento da arvore epitelial, porém, néo é observado no animal KL (Figura 11,
D e G), que comeca a divergir do animal WT. A porcentagem de ocupacéao epitelial
do animal KL permanece semelhante a pré-pubere, ocupando apenas 8,36% do
estroma mamario (Figura 11, G), sendo portanto 2,83 vezes menor que a

porcentagem de ocupacao do animal selvagem.
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Ao término da puberdade, o epitélio se estende por todo o fat pad, como
pode-se notar no animal WT de 8 semanas, em que a area ocupada pela arvore
ductal € a mesma que a area do fat pad (Figura 11, E e G). No animal adulto, a
diferenca entre os animais WT e KL fica mais evidente, sendo que a porcentagem de
ocupacao do animal WT é 39,82 vezes maior que a porcentagem preenchida pelo

tecido epitelial do animal KL, que é de apenas 2,51% (Figura 11, G).
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Figura 11. Animais selvagens e deficientes em klotho divergem quanto ao
desenvolvimento ductal a partir da quarta semana. Comparacédo entre whole mounts de
animais selvagens (WT) e deficientes em klotho (KL), com3 (AeB),4(CeD)e8(EeF)
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semanas de idade. A propor¢cdo entre tecido epitelial e estroma € maior no animal WT a

partir da quarta semana (n=1). A barra de escala representa 5 mm.

Esses dados sugerem que klotho tem uma funcdo autbnoma ou nao
autbnoma (ou, possivelmente, ambas) no desenvolvimento da glandula mamaria
murina, uma vez que o tecido epitelial mamario do animal deficiente em klotho se
mostrou incapaz de preencher o fat pad durante a puberdade. Ainda, o fato da
diferenca entre a glandula KL e a WT s0O ser observada apds a puberdade sugere
um possivel papel de klotho na resposta do epitélio mamario aos hormonios
ovarianos.

E interessante notar que, enquanto a porcentagem de ocupacdo do estroma
pelo epitélio do animal WT cresce ao longo do seu desenvolvimento, a mesma
medida diminui no animal KL. Essa diferenca poderia ser explicada por um
crescimento do fat pad que ndo € acompanhado pelo crescimento epitelial do animal
deficiente em klotho, sugerindo que klotho ndo é necessario para o crescimento do
estroma mamario. Porém, esse dado ainda ndo pode ser avaliado estatisticamente,

portanto tal diferenca pode ser devida a variagcao natural entre os individuos.

5.2 Avaliacdo do papel de klotho na resposta da glandula mamaria aos

hormoénios ovarianos

O animal deficiente em klotho ndo apresenta gonadas funcionais e,
portanto, ndo possui os horménios ovarianos requeridos para o desenvolvimento da
glandula mamaria durante a puberdade [%. N&o se sabe, portanto, se a
incapacidade do tecido epitelial em preencher o fat pad mostrada anteriormente
(Figura 9), é exclusivamente devida a falta do estimulo hormonal, ou seja, ndo se
sabe se a glandula mamaria deficiente em klotho seria capaz de responder ao
estimulo proliferativo de estr6geno e progesterona caso ele estivesse presente.

Para avaliar sua capacidade de resposta, animais WT e KL foram injetados
diariamente, durante 9 dias, com estrogeno e progesterona (E+P) em dose
suprafisiolégica ou apenas com veiculo, etanol absoluto. Apds esse periodo, 0
animal foi eutanasiado e a glandula mamaria do quarto par foi extraida e processada
para whole mount (Figura 12) ou emblocada em parafina para corte histolégico
(Figura 13).
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Foi medida entdo a porcentagem do estroma ocupada pelo tecido epitelial
em cada amostra (Figura 12, B). Ao comparar a glandula KL injetada com E+P
como seu controle negativo, injetado apenas com etanol, pode-se notar que houve
um aumento na porcentagem do estroma ocupada pelo tecido epitelial. Esse dado
mostra que a glandula mamaria deficiente em klotho é capaz de responder ao
estimulo proliferativo de estrogeno e progesterona, expandindo seu epitélio.

Nota-se, porém, uma diferenca acentuada quando a glandula KL injetada
com E+P é comparada a glandula WT tratada com E+P. A glandula mamaria
deficiente em klotho apresenta claramente um atraso no desenvolvimento da sua
arvore ductal. Enquanto, no animal WT,a porcentagem meédia de ocupacdo do
estroma foi de 41%, no animal KL esse valor foi de apenas 18% (Figura 12, B).

Ainda, notamos que a morfologia dos ductos formados no animal deficiente
em klotho difere visivelmente dos ductos selvagens, apresentando-se mais
ramificados e com terminais mais dilatados. Para confirmar essa diferenca, medimos
0 numero de ramificagées por comprimento ductal (Figura 12, C) e a area dos TEBs
(figura 12, D).
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Figura 12. Klotho é necessaria na morfogénese mamaria murina em resposta ao
estimulo hormonal de estr6geno e progesterona. Foram comparados whole mounts de
animais selvagens (WT) e deficientes em klotho (KL) apds nove dias de injecdo subcutanea
de estrégeno e progesterona (E+P) ou controle, injetado apenas com veiculo (etanol). O
animal KL apresentou um atraso no crescimento dos ductos, com dutos mais ramificados e
TEBs maiores (KL e WT E+P, n=3; KL e WT EtOH, n=2). A barra de escala representa 3

mm.

Para quantificar o numero de ramificagdo, utilizou-se como base 3 ramos
representativos de cada whole mount, sendo medido, em cada whole mount, o
comprimento dos 3 ramos selecionados e a quantidade de ramificacbes secundarias
em cada um desses ramos, obtendo-se assim uma razdo de ramificagcdes por
comprimento (Figura 12, C). Apesar da diferenga aparente entre as glandulas WT e
KL coletadas, a variacdo entre individuos se mostrou bastante acentuada, por isso

esse parametro nédo teve diferenca significativa para o nimero amostral obtido.
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A area dos terminais ductais, TEBs, também foi medida, através do perimetro
de todos os TEBs encontrados em cada whole mount (Figura 12, D). De forma
semelhante & medida anterior, a variacdo néo foi significativa, embora visualmente
perceptivel.

Comparamos entdo os ductos mamarios do animal selvagem e deficiente em
klotho quanto a espessura dos ductos e a area da luz do lumen. Para essas
medidas, utilizamos cortes histologicos corados com HE (Figura 13). Foram

considerados apenas os ductos em corte transversal para ambas as medidas.
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Figura 13. A auséncia de klotho n&o altera a espessura dos ductos e do lamen no
tecido epitelial mamario murino. Foram feitos cortes histolégicos corados com
Hematoxilina e Eosina de animais selvagens (WT) e deficientes em klotho (KL) injetados
com estrogeno e progesterona (E+P) ou veiculo (Etanol) - A. Medida da é&rea total, em

pixels, dos ductos em corte transversal - B. Raz&o entre a area luminal e a area total dos
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ductos - C. Variacdo ndo significativa para essas medidas (WT E+P, n=6; KL E+P, n=5; WT

e KL etanol, n=1). A barra de escala representa 100 pum.

N&o notamos diferenca significativa quanto a espessura ductal do animal
deficiente em klotho, quando comparado com selvagem (Figura 13, B), bem como da
luz dos limens em relacdo a area ductal total (Figura 13, C). Pode-se notar, pelo
gréafico, que ha uma grande variacéo entre os individuos medidos, que pode ser, em
parte, uma limitacdo da técnica, uma vez que ndo podemos precisar em que altura
da arvore ductal os cortes histolégicos foram feitos.

Embora ndo tenham alcancado significancia estatistica, os dados sugerem
gue klotho tem um papel autbhomo ou ndo autbnomo no desenvolvimento da arvore
epitelial mamaria murina em resposta aos horménios ovarianos, possivelmente
atuando na extenséo, ramificacao e formagéo dos TEBs

Estudo anterior verificou que fémeas deficientes em klotho tém niveis séricos
de progesterona elevados, em comparacdo aos animais selvagens, por razdo
desconhecida %, Isso sugere que a deficiéncia no desenvolvimento da glandula
mamaria na puberdade se deve primariamente a auséncia de estrogeno. Esse fato
ndo é totalmente inesperado, uma vez que estrogeno € essencial na expressao do
receptor de progesterona 8¢, Dada a complexidade da rede de fatores paracrinos
regulados pelos hormdnios ovarianos na glandula mamaria, klotho poderia estar
interferindo na resposta a esses hormonios indiretamente, comprometendo, por
exemplo, as vias de FGF e Wnt, sabidamente orquestradas por esses hormonios.

Klotho circulante é transferido da membrana apical para a basal do epitélio
renal através de transcitose 7] Essa observacéo sugere que klotho tenha ampla
distribuicdo espacial e que poderia assim modular as interacdes paracrinas através
de varios mecanismos.

Quanto a sua funcdo ndo autbnoma, € dificil especular sobre o mecanismo,
uma vez que esses animais apresentam inimeras alteragdes de ordem metabdlica e
hormonal 5051, A auséncia de ovarios funcionais em fémeas deficientes em klotho
se deve a um papel ndo autbnomo de klotho, pois quando esses ovarios foram
transplantados em fémeas selvagens, essas foram capazes de emprenhar. Nesse
caso, foi demonstrado que klotho interfere no eixo pituitario-hipotalamico,

comprometendo a producéo/secrecéo de gonadotropinas 88,
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5.3 Avaliacdo do papel autbnomo de klotho na glandula mamaria

Os dados apresentados até aqui sustentam a hipétese de que klotho tem um
papel no desenvolvimento da glandula maméaria murina, porém, pelos dados obtidos
nao € possivel determinar se o papel de klotho nesse 6rgdo é autbnomo ou se
ocorre de forma indireta, devido as diversas alteracdes do animal deficiente em
klotho.

Para avaliar se a acdo de klotho é intrinseca a glandula mamaria ou devida
exclusivamente a um efeito sistémico, foram utilizadas duas abordagens diferentes
de transplante da glandula mamaria deficiente em klotho em animal selvagem.

Na primeira abordagem experimental, retiramos por completo, através do
mamilo, ambas as glandulas mamarias do quarto par do animal selvagem receptor.
No espaco correspondente ao quarto par, foi transplantada a glandula mamaria
completa extraida de um animal KL e contralateralmente a glandula mamaria
extraida de um animal WT. Tanto o animal receptor, quanto os animais doadores
tinham entre 3 e 4 semanas, idade em que nao ha diferenca entre as glandulas
mamarias WT e KL.

Apoés o transplante, os animais receptores foram mantidos por 5 semanas,
tempo necessario para o fat pad da glandula transplantada ser preenchido pelo
tecido epitelial. O animal receptor foi entdo eutanasiado e as glandulas

transplantadas foram extraidas e preparadas para whole mount (Figura 14).
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Figura 14. Klotho atua de forma auténoma na glandula mamaria murina. Whole mount
de glandula maméria proveniente de animal selvagem (WT) ou deficiente em klotho (KL)
ap6s 5 semanas de transplante em animal WT, pré-pubere, mastectomizado. A glandula
mamaria KL apresenta mais ramificacfes laterais e terminais mais dilatados (setas) (n=1).
Barra de escala representa 2 mm.

Nota-se que ambas as glandulas mamarias foram capazes de preencher o fat
pat, ndo havendo diferenga quanto a extensdo ductal. No entanto observa-se que,
na glandula mamaéria KL, os ductos apresentam-se mais ramificados e com terminais
mais dilatados (Figura 14, setas), fenotipo semelhante ao observado no
camundongo KL injetado com E+P.

Este dado sugere que klotho exerce um papel autbnomo na glandula mamaria
murina. Uma vez que a glandula deficiente em klotho foi transplantada por inteiro,
nao podemos, por essa abordagem, identificar se klotho atua no tecido epitelial, no
estroma ou em ambos.

DeOme et al, 1959 padronizou a técnica de transplante do epitélio mamario
de um animal doador no fat pad receptor livre do epitélio endégeno, o chamado
cleared fat pad 89, Utilizamos portanto essa técnica para investigar se klotho atua no
epitélio mamario murino. Utilizamos animais no inicio da puberdade, portanto,
retiramos a parte da glandula mamaria que compreende do mamilo ao linfonodo,
garantindo assim a remocdo completa da &rvore ductal enddgena, conforme

esquematizado na Figura 9. No estroma (cleared fat pad), foi transplantada a parte
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epitelial extraida do animal doador KL ou WT. Apés 4 semanas, as glandulas

transplantadas foram extraidas e preparadas para whole mount (Figura 15).

WT KL

32x

Figura 15. Klotho é importante no desenvolvimento do epitélio mamario murino. Whole
mount de transplante da porcdo epitelial da glandula mamaria proveniente de animal
selvagem (WT) ou deficiente em klotho (KL) apds 4 semanas de transplante em cleared fat
pad de animal WT, pré- pubere. O transplante proveniente de animal KL apresenta-se

menos ramificados e com terminais mais dilatados (n=1).

Novamente, em ambos o0s transplantes, o tecido epitelial foi capaz de
preencher todo do estroma, sugerindo que a acao de klotho ndo é autbnoma no
orgdo, no que se refere a extensdo do epitélio. Observamos que mais uma vez o
fendtipo dos ductos difere: KL apresenta terminais mais dilatados, de forma
semelhante ao observado quando a glandula foi transplantada por inteiro.

Curiosamente, ao contrario dos resultados anteriores, a glandula
transplantada com epitélio KL mostra-se com menos ramificacbes que a
transplantada com epitélio WT.

A partir desta observacdo, podemos levantar a hipotese de que a ramificacédo
exacerbada da glandula mamaria deficiente em klotho se deve a algum possivel
papel de klotho no fat pad. Ainda, sabe-se que, a cada ciclo estral, a glandula

mamaria sofre um estimulo proliferativo, que leva ao aumento temporéario das
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ramificacGes terciarias [°%. Assim, outra hipétese seria de que o epitélio deficiente em
klotho ndo responde a essa flutuacdo hormonal, ndo formando ramificacbes
terciarias da mesma forma que o epitélio WT.

Mais analises sdo necessarias para uma melhor compreensao da atuacdo
autbnoma de klotho na glandula mamaria, apesar disso, os dados observados
sugerem que klotho € importante no desenvolvimento do epitélio mamario murino na

puberdade.

5.4 Cultura tridimensional de células epiteliais mamarias

A baixa expectativa de vida dos camundongos deficientes em klotho e a falta
de gonadas funcionais % torna desafiador o estudo da glandula maméaria desses
animais. Buscamos entdo padronizar a cultura tridimensional das células primarias
provenientes dos animais WT e KI, a fim de ter um novo modelo para investigar o
papel de klotho na morfogénese in vitro de organoides mamarios e inferir o
mecanismo envolvido.

Apds expansdo das células epiteliais, por meio de 9 dias de injecao
subcutédnea com E+P, as glandulas mamarias foram coletadas e as células epiteliais
separadas por centrifugacdo de forma que, ao final do processo, tinha-se uma
suspensao de pequenos grumos de células epiteliais. Esses grumos formaram
agregados maiores, ap0s 48 horas em suspensdo, e foram entdo colocados em
meio contendo 2% de matrigel, a fim de formar organoides.

Os organoides foram fixados em lamina e corados com DAPI (Figura 16, A’,
B’, C’, D’) e faloidina (Figura 16, A” e B”). A expresséo e padréo de localizacédo de E-
caderina foi avaliado por imunofluorescéncia (Figura 16, C” e D”), permitindo a
visualizagdo da morfologia dos organoides formados. Notamos que os organoides
provenientes das células deficientes em klotho tinham pouca resisténcia, néo
mantendo a coesdo durante o manuseio para fixacdo e imunofluorescéncia. Esse
fendtipo pode ser observado pela marcacdo mais dispersa e menos circular dos
organoides derivados de células KL, quando comparadas aos organoides WT, que
mostram uma marcagéo bem definida nos limites celulares.

Esse dado sugere que, em cultura primaria tridimensional em suspensao,
klotho tem um papel nos fatores de interacéo célula- célula, responsaveis por manter

a arquitetura do organdide.
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DAPI Faloidina Merge

DAPI E-caderina Merge

Figura 16. Marcac&o com faloidina e anti e-caderina em culturas tridimensionais de
células priméarias murinas. Células epiteliais provenientes de animais selvagens (WT) e
deficientes em klotho (KL) foram cultivadas em suspensdo, formando culturas
tridimensionais em meio com 2% de matrigel. As estruturas provenientes de células WT (A e
C) formam organdides mais estruturados, com marcacao caracteristica para faloidina (A”) e
E-caderina (C”).
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6 CONCLUSAO

Os dados apresentados sugerem que klotho possui um papel na glandula
mamadaria murina, sendo observadas diferencas fenotipicas entre a glandula maméria
do animal selvagem e deficiente em klotho a partir da quarta semana de vida. A
glandula mamaria deficiente em klotho € capaz de responder aos estimulos
proliferativos de estrogeno e progesterona, crescendo sua arvore ductal, porém esta
difere marcadamente do animal selvagem, mostrando um atraso no desenvolvimento
e ductos mais espessos, mais ramificados e com terminais mais dilatados. O
transplante total da glandula mamaéaria e transplante da porcéo epitelial em cleared fat
pad, sugere que klotho exerce um papel autbnomo no tecido epitelial mamario. Em
cultura tridimensional primaria, klotho € necessario para manutencdo da forma dos

organoides.
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