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RESUMO

Santos CCC. Acdo de agonistas da via Wnt/B-catenina em células T CD4+ murinas
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2015.

A via canbdnica Wnt/B-catenina regula vérias funcbes em vertebrados, incluindo
diferenciacdo de células T, bem como a proliferacdo, sobrevivéncia, morfogénese e
migracdo de varios tipos celulares. As células T CD4+ é fundamental para a
competéncia imunoldgica. Foi observado pelo nosso grupo que células T CD4+
humanas apresentam ativagdo da via Wnt/B-catenina apos tratamento com sais de litio
ou outros agonistas da via. A ativacdo desta via induziu a proliferacdo de células T
CD4+ naive e de memoria central. Em conjunto, estes dados sugerem um importante
papel da via Wnt/B-catenina na homeostase de células T CD4+ humanas. Seria
importante avaliar o papel da via Wnt/B-catenina nas células do sistema imune no
modelo murino, ja que pouco se sabe sobre seu efeito na homeostase de células T CD4+
murinas. A ativa¢do da via Wnt/B-catenina pode ser induzida com inibidores da proteina
Glicogénio sintase quinase 3B (GSK3p), por exemplo, os sais de litio (LiCl e Li2CO3) e
inibidores especificos (SB, CHIR) em varios tipos celulares. Neste trabalho, avaliamos
o efeito de inibidores de GSK3[p na ativagdo da via Wnt/B-catenina candnica em
esplendcitos e células T CD4+, através da realizacdo de experimentos in vivo e in vitro,
avaliando a expressao de seus genes alvo HIG2, Bcl-xL, Ciclina D1 e c-myc. Verificou-
se que o tratamento in vivo agudo (2-12 h ap6s a administracdo) ou cronico
(administragdo diaria por 30 dias) de camundongos ndo é capaz de ativar a via Wnt/p-
catenina in vivo em células esplénicas e células T CD4+, embora 0 mesmo tratamento
induza a expressao dos genes alvo da via no tecido cerebral (cortex e hipocampo). Além
disso, também ndo foi possivel verificar ativacdo da via em esplendcitos e células T
CD4+ apos tratamento in vitro das mesmas com LiCl ou os inibidores especificos de
GSK3p testados(CHIR99021, SB-216763), embora essa ativagdo tenha sido observada
na linhagem celular HEK293. Nossos resultados sugerem que a via Wnt/B-catenina
(canbnica) ndo é induzivel em células T CD4+ murinas maduras, com 0s agonistas
testados. 1Isso pode ter implicacdes fisioldgicas, por exemplo sobre a homeostase de
células T CD4+, ja que a proliferacdo homeostatica de células T, influenciada em
humanos pela via Wnt/p-catenina, € menos importante em camundongos.

Descritores: Proteinas Wnt, beta Catenina, Homeostase, Linfécitos T, Litio, Quinase 3
da Glicogénio Sintase, Expressao Génica, Via de Sinalizagdo Wnt



ABSTRACT

Santos CCC. Role of Wnt/p-catenin pathway in murine CD4 T cells [dissertation]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2014.

The Wnt/B-catenin pathway regulates many functions in vertebrates, including T cell
differentiation, as well as proliferation, morphogenesis and migration in different cell
types. CD4+ T cells play is fundamental for immunological competence. Our group has
observed that human CD4+ T cells present activation of the Wnt/B-catenin pathway
after treatment with lithium salts or other pathway agonists. The activation of this
pathway induced proliferation in naive and central memory CD4+ T cells. Together,
these results suggest an important role for the Wnt/B-catenin pathway in the
homeostasis of human CD4+ T cells. It would be very important to evaluate the role of
the Wnt/B-catenin pathway in T cells in the mouse model, since little is known about its
effect in mice CD4+ T cell homeostasis. The activation of the Wnt/B-catenin pathway
may be induced with Glycogen Synthase Kinase 3B (GSK3p) inhibitors, i.e., lithium
salts as mentioned above, and specific GSK3p inhibitors (SB, CHIR) in different cell
types. In this work, we evaluated the effect of GSK3f inhibitors in the activation of the
canonical Wnt/B-catenin in splenocytes and CD4+ T cells, by conducting experiments
in vivo and in vitro, evaluating the expression of its target genes HIG2, Bcl-xL, Cyclin
DI and c-myc. We verified that acute (2-12 hours after administration) or chronic (daily
administration for 30 days) treatment of mice with lithium salts is not able to activate
the Wnt/B-catenin pathway in splenocytes and CD4+ T cells, although we could observe
activation in brain tissues (cortex and hypothalamus). Besides, no activation of the
Wnt/B-catenin pathway was observed in these cell types after in vitro treatment with
LiCl or the specific inhibitors of GSK38 (CHIR99021, SB-216763), while the pathway
was activated by the same treatments in HEK293 cells. Our results suggest that the
Wnt/B-catenin pathway is not inducible in murine mature CD4+ T cells with the tested
agonists. This may have physiological implications, for instance on the homeostasis of
CDA4+ T cells, where homeostatic proliferation - influenced the Wnt/B-catenin pathway
in human T cells - is less important in the maintenance of the murine peripheral T cell
pool.

Descriptors: Wnt proteins, beta Catenin, Homeostasis, T-Lymphocytes, Lithium,
Glycogen Synthase Kinase 3, Gene Expression, Wnt Signaling Pathway



1. INTRODUCAO

1.1.  Via Wnt/B-catenina

A via Wnt/B-catenina regula vérias funcbes em vertebrados, tendo um papel
crucial a proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo celular, regulando a
homeostase, além de um papel muito importante nos processos de desenvolvimento do
organismo (1-3). Perturbacbes no funcionamento da via Wnt/p-catenina ja foram
descritas em diversas doencas como cancer (4-6), anormalidades 6sseas (7), doencas
metabolicas (8), doencas neurodegenerativas como Alzheimer (9), esquizofrenia (9-11),
Parkinson (12) e distarbios psiquiatricos (13) e doencas autoimunes como, artrite
reumatdide (14) e colite (15).

A ativacdo da via Wnt/B-catenina ja foi demonstrada extensivamente em
diferentes modelos. Ensaios in vitro mostram que esta via pode ser induzida em varias
células utilizando diferentes agonistas, dentre eles, a proteina purificada Wnt5a em
células HEK293 (células 293 embrionarias humanas do rim) (16), Wnt3 em linhagem
celular de leucemia linfoblastica aguda (ALL) (17), LiCl em mioblastos (18), células
tronco hematopoiéticas(19) BIO (inibidor especifico de GSK3), em células tronco
embrionarias de camundongos (20) e em linfécitos do bago (21), dentre outros.

A proteina Wnt, um dos primeiros agonistas descritos (ou agonista
natural/fisiologico) da via Wnt/B-catenina, tem o nome derivado da abreviagdo de dois
genes homologos, o primeiro gene descoberto, o gene INT-1 do camundongo (22) e 0
gene Wingless da Drosphila, descoberto 5 anos depois (23). O processo desencadeado
pela ligacdo das proteinas Wnt a diferentes receptores da familia Frizzled (FZD) resulta
na ativacdo de trés vias de sinalizagdo intracelulares distintas: a via canénica Wnt/B-
catenina, as vias Wnt ndo candnicas, Planar Cell Polarity (PCP), responsavel pelo

reorganizacdo citoesquelética (24) e a Whnt/Ca?* que eleva os niveis citoplasmaticos de



Ca”". Existem mais de 19 proteinas Wnt e mais de 19 receptores e co-receptores,
distribuidos em sete familias de proteinas diferentes, que combinam-se entre si para
ativacdo destas vias. As proteinas Wntl, 2, 3, 3A, 8A, 8B, 10A e 10B sdo responsaveis
pela ativacdo da via canonica Wnt/B-catenina; Wnt4, 5B, 6 7A, 7B e 11 sdo
responséveis pela ativacdo da via Wnt/Ca®* e as proteinas Wnt5A e 11 pelas via PCP.
Além das proteinas Wnts, outros fatores, como R-spondin, também sdo capazes de
regular a ativagao das vias Wnt (25, 26).

Para ativagdo da via candnica Wnt/B-catenina, proteinas Wnts se ligam ao
receptor frizzled (FZD) e ao co-receptor LRP5/6 (proteina relacionada ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade 5/6) resultando na ativacao e recrutamento da proteina
Dishevelled (DVL) para membrana celular, onde se acopla & FZD e LRP5/6. A proteina
DVL promove a fosforilagdo de LPR5/6 pelas quinases CK1 (caseina quinase 1) e
GSK3p (Glicogénio sintase quinase 3), permitindo que a proteina AXIN1 (axis
inhibition protein 1) desligue-se do complexo de destruicdo e ligue-se a LRP5/6. O
complexo de destruicdo intracitoplasmatico formado pelas proteinas AXIN1, APC
(Adenomatous polyposis coli), CKl-a (Caseina quinase 1a) e GSK3p, que é responsavel
por direcionar a f-catenina para degradacdo no proteassoma, desmonta-se e assim a -
catenina ndo é fosforilada e se acumula no citoplasma da célula. Portanto, as formas de
GSK3pB que sdo capazes de estimular a via Wnt/B-catneina sdo aquelas associadas a
membrana plasmética juntamente com FZD e LRPs. A B-catenina ndo fosforilada pode
entdo migrar para o nucleo da célula, onde se ligara a fatores de transcricdo da familia
TCF/LEF (fator de célula T/Fator estimulador de linfocitos), responsaveis pela
transcri¢do, juntamente com seus co-ativadores de diferentes genes alvos resultantes da
ativacdo da via, como HIG2, Bcl-xL, Ciclina D1 e C-myc (Figura 1b). Por outro lado,

na auséncia da ligacéo da proteina Wnt ao seu receptor FZD, as quinases GSK3f e CK1



permanecem ativadas e fosforilam, dentre outros alvos, a B-catenina, criando um sitio de
reconhecimento para a proteina BTRCP (f -transducin-repeat -containing protein). A -
catenina fosforilada é ubiquitinada e degradada pelo proteassoma, e assim a via
permanece desativada. No ndcleo, o fator de transcricio TCF monta um complexo

repressor que inibe a expressao dos genes alvo da via (Figura 1a) (25-28).
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Figura 1. Via Wnt dependente de B-catenina/TCF. a) Na auséncia de sinalizag&o, niveis de
B-catenina no citoplasma e ndcleo da célula séo baixos, como resultado de sua fosforilagdo por
CK1/GSK3p, que conduz a ligacdo de BPTRCP, ubiquitinacdo e degradacdo pelo proteassoma. O
complexo de destrui¢do é composto de CK1 e GSK3pB, AXIN1 e APC. No nucleo, moléculas de
TCF sdo limitadas por co-repressores, como GRG/TLE (Groucho/transducin-like enhancer).
Outros componentes do complexo repressor incluem CTBP (proteina de ligacdo do C-terminal)
e HDAC (histona-desacetilases). p-catenina no nucleo é inibida pela ligagédo de ICAT (inibidor
de B-catenina/TCF). O complexo receptor FZD-LRP5/6 também pode ser inibido por inibidores
soltveis ligados ao receptor, como DKK1 (Dickkopf homdlogo 1). b) Apoés a ligacdo de uma
proteina Wnt ao receptor, LRP ¢ fosforilada por CK1 ¢ GSK3p e AXINL1 é recrutada para a
membrana plasmética. As quinases do complexo de destrui¢cdo sdo inativados e a B-catenina
transloca-se para o ndcleo para formar um complexo transcricional ativo com TCF e ligar-se a
co-fatores, tais como legless (LGS, também conhecido como BCL9) e Pygopus (PYGO),
CBP/p300, brahma e MED12 para iniciar a transcricdo. DVL, homoélogo de mamifero de
Drosophila Dishevelled; PP2A, proteina fosfatase 2A (26).



Com relacdo aos genes alvo da via Wnt/p-catenina, o gene HIG2, um dos
produtos finais da ativagdo da via Wnt/B-catenina e identificado em trabalhos anteriores
do grupo, é um gene induzivel por hipoxia e codifica uma proteina pequena de 6,5 kDa.
O aumento de HIG2 j& foi detectado em vaérios tipos de cancer (29-31) e funciona como
marcador do estado de pluripoténcia de células cancerigenas (32). Foi demonstrado que
a expressdo de HIG2 aumenta apds a ativagdo da via Wnt/p-catenina e que alem ser
secretado, ele pode se ligar ao receptor FZD e ativar a via, mantendo assim uma al¢a de
retroalimentacdo positiva em células de nefrocarcinoma (33). Além disso, a presenca
deste gene facilita a progressdo para cancer de colo-retal de forma dependente e
independente de hipdxia (34).

Com relacdo ao gene alvo Bcl-xL, verifica-se que na presenca de altos niveis de
B-catenina, ha um aumento nos niveis de Bcl-xL (35). Ademais, em miocérdio de
individuos doentes, verificou-se que a ativacdo da via Wnt/B-catenina, bem como a
expressdo de Bcl-xL, é atenuada pelo aumento da expressdo de 2 antagonistas
enddgenos da via (SFRPs 3 e 4) (36). Além disso, o acido ursolico que tem papel
importante em varios tipos de canceres e tem o potencial de inibir a via Wnt/B-catenina
em células PC-3, suprime a expressdo de Bcl-xL. Este efeito foi revertido com a
utilizagao de inibidores de GSK3p (37).

Outros dois genes alvo transcritos apds ativagdo da via Wnt/B-catenina, que
foram testados neste trabalho, sdo os genes Ciclina D1 e c-myc. A ciclodepsipeptideo,
Destruxina B, isolada do fungo fungus Metarhizium anisopliae (38), inibe a via Wnt/p3-
catenina em HCC, diminuindo a expressdo de Ciclina D1 e c-myc (39). Na fibrose
hepatica, verificou-se que 0 HDND-7, flavonona extraida de frutas, diminui a expressao
de B-catenina e consequentemente de Ciclina D1 e c-myc, atenuando o processo de

fibrose pela ativagdo da via Wnt/B-catenina (40). Ademais, 0 silenciamento de [-



catenina utilizando-se siRNA inibiu a expressdo de c-myc em células de cancer de
mama (41).

A proteina f-catenina localiza-se em jungdes de aderéncia célula-célula, no
citoplasma e no nucleo. Outras vias de sinalizagdo podem modular a f-catenina, como
as vias do HGF (fator de crescimento dos hepatdcitos), das prostaglandinas, da PKA
(proteina quinase A), E-caderina e de hipdxia. No nucleo a B-catenina atua em conjunto
com outros fatores de transcricdo, além do TCF/LEF, como FOXOs e receptores
nucleares como SOX e SMAD (2). Com relagéo ao fator de transcricdo TCF, principal
ligante da B-catenina, existem mais de 8 isoformas de TCF que se ligam diferentemente
a P-catenina. Essas isoformas sdo formadas por splicing alternativo e em geral as
isoformas longas se ligam a [-catenina, mas as isoformas pequenas ndo podem fazé-lo e
funcionam como repressores da via Wnt/B-catenina (26).

A GSK3, proteina intermediaria da via Wnt/B-catenina, inibida no processo de
ativacdo da via, € uma serina/treonina quinase que existe em duas isoformas diferentes,
GSK3a e GSK3p, com pesos moleculares de 51 e 46 kDa, respectivamente, sendo a
GSK3p o principal alvo terapéutico da a¢do do LiCl (42). A acdo da proteina GSK3 nao
se restringe somente a via Wnt/B-catenina, € uma proteina com papel muito importante
em diferentes vias de sinalizacdo, por exemplo a via da insulina e a via Hehgehog (43).
Ademais foi demonstrado que fatores de crescimento, aminoacidos e estresse celular sao
capazes de inibir a GSKS3, reduzindo a fosforilagdo dos seus substratos; ja as
semaforinas sdo capazes de ativar a GSK3 e aumentar a fosforilacdo dos substratos (44).

Os substratos modulados pela GSK3 estdo relacionados a diferentes setores,
dentre eles, a sintese de glicogénio, acGes enddcrinas, via da insulina, fatores de
crescimento e sobrevivéncia, neurdnios, desenvolvimento e imunidade inata/adaptativa.

Alguns substratos regulados em cada um destes setores sdo: fatores de transcrigcdo



CREB (cAMP response element-binding protein) e C/EBP (Ehancer binding protein)
responsivos a alguns horménios; inibidor 2, PPIG (peptidylprolyl isomerase G) e IRS-1
(Insulin receptor substrate 1), intermediarios da via da Insulina; fatores de crescimento
Bcl3, c-jun, mcl-1, mdm2, c-myc, p130, pten, HSF-1, H1F, elF2B, PC2, VDAC, CTPS,
FAK; proteinas envolvidas na formacdo de microtibulos (tau, dinamina I, Ngn2
(Neurogenin-2), CRMP (Collapsin response mediator protein 1), MAPs (microtubule-
associated proteins), VHL (Von Hippel-Lindau) e CLASP-2 (Cytoplasmic linker
associated protein 2); proteinas envolvidas na doenca de Alzheimer (AD), como a tau,
APP (Amyloid precursor protein), CRMP, MARK (microtubule-affinity-regulating-
kinase protein) e DSCR1 (Down syndrome critical region gene 1); proteinas das vias
Whnt/Bcatenina, Hedgehog ¢ EMT (Epithelial-mesenchymal transition), envolvidas no
processo de desenvolvimento; além de intermediérios da imunidade inata e adaptativa,
como IL-1p, IL-6, TNF, IL-12, IL-10, NFAT, C/EBPpB ¢ CREB (44).

O mal funcionamento da GSK3 tem um papel significativo em muitas doencas,
como as neuroldgicas, psiquiatricas, inflamatdrias, cardiovasculares e dsseas, além de
ser importante na diabetes, AIDS e cancer (42). Ensaios clinicos com sais de litio
demonstram que a inibicdo de GSK3p pode ter a¢des neuroprotetoras, reduzindo a
progressao de déficits funcionais e cognitivos (45), além de promover a sobrevivéncia
de neurdnios (46).

Os inibidores de GSK3f sdo bastante estudados como modulares da via Wnt/j3-
catenina, mas existem outras substancias que também sdo capazes de modular esta via,
por exemplo, a proteina XAV939, que leva ao aumento dos niveis proteicos do
complexo de destruicdo AXIN1-GSK3p, com consequente degradacdo da B-catenina

(47, 48). A acdo dos inibidores de GSK3p esta bem caracterizada em células tumorais e



do SNC, devido ao papel desta via na proliferacdo celular e das fortes acOes
neuroldgicas de alguns de seus indutores (49, 50).

Os sais de litio (LiCl e Li»COs), agonistas farmacoldgicos classicos da via
Wnt/B-catenina a ativam pela inibi¢cdo direta de GSK3p e consequente acimulo de -
catenina ndo fosforilada no citoplasma da célula (51). Estes sais sdo utilizados ha 40
anos na clinica para tratamento de pacientes com distdrbio bipolar, depressdo e
esquizofrenia a fim de prevenir o dano e perda de tecido neuronal decorrentes de
defeitos na sinalizacdo da via Wnt/B-catenina nesses pacientes (52). O ion de litio (Li")
compete com fon magnésio (Mg2"), pois possui um raio idnico semelhante a ele; varias
enzimas dependem de magnésio como cofator para se tornarem ativas. A propria
inibi¢do da GSK3p se da através da competicdo com ions magnésio (53). Somado a
isso, em modelos animais verificou-se que as a¢des dos sais de litio estdo relacionadas
apenas parcialmente a ativagdo da via Wnt/p-catenina, ja que estes podem causar efeitos

em outras vias de sinalizacdo (54-56) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquemdtica dos diferentes alvos moleculares de litio. Inositol
Monofosfatases (IMPAs), Nucleotidase-3 bifosfato (BPNT), cicloxigenase (COX), B-arrestina 2
(BArr2) e membros da glicogénio sintase quinase 3 alfa e beta (GSK-3a e ) sdo alguns
exemplos de alvos moleculares do litio (56).



A ativagdo da via Wnt/B-catenina com sais de litio pode ter acdo benéfica (57-
60) ou maléfica (61, 62) dependendo das células estimuladas e/ou da patologia em
estudo. Na tabela 1 verificam-se os diferentes modelos de ativagdo da via Wnt/pB-
catenina realizados até 0 momento. Para ensaios in vitro verifica-se culturas com LiCl
em diferentes tipos celulares, com tempos e concentragdes variadas. Nos ensaios in
vivo, utilizaram-se LIiCl e Li,CO; em diferentes concentragdes, sendo o LiCl
administrado por gavagem ou I.P e o Li,CO3 por meio de racdo contendo o sal. A
ativagdo da via Wnt/pB-catenina com sais de litio pode resultar em alguns efeitos
conforme descritos na tabela 2.

Além dos sais de litio, outras substancias podem modular a via Wnt/p-catenina
in vitro. O tratamento de neurbnios com nanoparticulas de Curcumina, um agente
neuroprotetor e ativador da via, induz proliferacdo e diferenciacdo de células do SNC
(63). O polifenol natural Piceatannol com potente atividade quimica presente em uvas,
vinhos e outras plantas pode atuar como inibidor da via Wnt/B-catenina e indutor de
apoptose celular em mieloma multiplo (64).

Outras abordagens in vitro também s3o usadas para modula¢do da via Wnt/p-
catenina, como a utilizagdo de vetores com [-catenina mutante ou vetores com [-
catenina silenciada que inibem a ativagédo da via e sdo capazes de induzir a expressao de
alguns fatores de transcricdo da transicdo mesénquima-epitélio, importantes para
aumentar a mobilidade in vitro de células de glioblastoma, um dos tumores cerebrais
mais invasivos (65). Ademais, as proteinas de alguns virus também sdo capazes de
modular a atividade da via Wnt/pB-catenina, como por exemplo, a proteina HBX,
pertencente ao virus da hepatite B, que leva a diminuicdo da expressdo das proteinas

SFRP1 e SFRP5 (Proteina secretada relacionada ao receptor Frizzled 1 e 5) em células



carcinoma de figado por meio de modifica¢fes epigenéticas com consequente ativacdo
da via Wnt/B-catenina (66).

Outras substancias, além dos sais de litio, podem modular a via Wnt/B-catenina
in vivo, como por exemplo, a Icarina, um flavanoide derivado de plantas, potente na
cura de fraturas 6sseas, que estimula a via e consequentemente a formacdo dssea em
animais OPG'/", revertendo este quadro de deficiéncia (67).

Por fim, os agonistas da via Wnt/B-catenina que sdo altamente especificos na
inibi¢do da proteina GSK3p, por ndo possuirem aplicacao clinica sio menos estudados,
comparado aos sais de litio (68). Um deles é o inibidor SB-216763 (SB), uma molécula
bem pequena com capacidade de competir com ATP e inibir a atividade das isoformas o
e P da proteina GSK3. Sua alta seletividade para proteina GSK3 foi testada contra um
painel de 24 proteinas quinase, incluindo PKB (proteina quinase B) e PDK-1 (Piruvato
desidrogenase quinase 1), sendo que nenhuma destas quinases foi inibida pelo SB nas
concentragdes que causaram inibicdo da proteina GSK3[. Este inibidor ¢ capaz de
aumentar os niveis de P-catenina citoplasmatica, ativando a via candnica Wnt/B-
catenina. Outro agonista desta via é o inibidor CHIR-99021 (CHIR), uma molécula
derivada do sal amino-pirimidina que também tem a capacidade de inibir as isoformas o,
e B da proteina GSK3 (68, 69).

A tabela 3 mostra diferentes linhagens celulares cultivadas em diferentes
tempos e concentragdes de SB e CHIR para ativagdo da via Wnt/B-catenina e a tabela 4
algumas atividades bioldgicas importantes desencadeadas por estes inibidores ao ativar
a via Wnt/p-catenina.

Nas tabelas 1 e 3 podemos verificar também as diferentes abordagens utilizadas
até o momento para avaliacdo da ativa¢do da via Wnt/B-catenina sob acéo de diferentes

agonistas, tanto in vitro quanto in vivo. As técnicas mais utilizadas séo: qRT-PCR,
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Western Blotting (WB), Imunofluorescéncia confocal e ensaios de luciferase. Cada uma
destas técnicas ¢ utilizada para avaliar diferentes intermedidrios ou alvos da via Wnt/-
catenina. Em resumo, a ativacdo da via Wnt/B-catenina pode ocorrer por meio de
diferentes abordagens in vitro e in vivo, utilizando-se inibidores da proteina GSK3p,

como os sais de litio ou os inibidores farmacolédgicos especificos de GKS3p3.



Tabela 1: Ativagdo da via Wnt/p-catenina com sais de litio.
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Inibidor | Método Concentracao Tempo Tecido/Célula Genes alvo | Técnica Referéncias
Células intersticiais
30mM 8 horas da medula renal GSK-38 WB Rao, 2005 (62)
(RMICs)
Linh ul GSK-3B
inhagem celular .
3mM 7 dias HT22 do B-catenina WB Yaz'ov't(s:g’ 8, 2006
hipocampo —
Ciclina D1
Mioblastos GSK-3p WB | py, 2008 (59) / Du,
5e 10mM 24 horas esqueléticos 2009 (60
(SkMs) B-catenina Imuno F. (60)
In vitro Axina2 | gRT-PCR
(cultura) . .
10mM 24 horas  |CEMIAS 08 Mieloma g ina Edward, 2008 (112)
5TGM1 WB
c-myc
; wWB
10mM s horas | Ce'”'alsvldsecso B-catenina Makoukji, 2012 (57)
chwann ( ) Imuno F.
wWB
B-catenina
LiCl 2 i Imuno F.
15mM Lhora | Celuls foliculares LiL, 2014 (61)
ovarianas Ciclina D1
oRT-PCR
Axina 2
GSK-3p
350mg/kg 4 semanas Cérebro WB Leroy, 2010 (114)
B-catenina
In vivo Axina 2 gRT-PCR
(Gavagem) 300mg/kg 4 semanas Medula 6ssea Edwa;(isz, 2008
B-catenina Imuno F. (112)
. Clément-Lacroix,
200mg/kg 4 semanas Osteoblastos Axina 2 gRT-PCR 2005 (113)
40mg/kg 16 dias Rim GSK-3B wWB Rao, 2005 (62)
nvi 40 ou 80mg/kg 7 dias Efeito protetor de litio na apoptode induzida por | YazZlovitskaya, 2006
nvio irradiacéo (58)
(1.P)
50mg/kg 4 dias Avaliagdo de movimentos Makoukji, 2011 (57)
0,40% 7 meses | Células endoteliais Sem verificagio da ativagao Kim, 2013 (34)
da via
: 0,40% 7 meses Dixon, 1998 (120)
Lizcoa | MV
(racéo)
0,20% 1 més SNC GSK-3B wB Watase, 2007 (110)
0,30% 21 dias GSK-3B wB Liu, 2012 (38)




Tabela 2: Efeitos Biologicos da ativa¢do da via Wnt/B-catenina.
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Método Agonista  [Células / Tecido Efeitos Bioldgicos Referéncia
Foll?ular Aumenta apoptpse celula_r e diminui LiL, 2014 (61)
ovarianas desenvolvimento folicular
Melhora o processo de remielinizacéo Makoukji, 2011
SNC periférica em células de Schwann (57)
Licl Previne apoptose de neurdnios (linhagem Yazlovitskaya,
celular HT-22) irradiados 2006 (58)
Estimula fungBes protetoras de mioblastos | Du, 2008 (59) /
. esqueléticos (SkMs) em cardiomiopatia Du, 2009 (60)
. Cancerigenas
In vitro Previne o desenvolvimento de mieloma Edward, 2008
(cultura) multiplo (112)
Curcumim SNC Induz prollfe’rac;ao e diferenciagéo de Tiwari, 2014 (63)
células do SNC
. n . Inibe via Wnt/B-catenina e induz apoptose | Schmeel, 2014
Piceatannol Cancerigenas ) . -,
de células de mieloma multiplo (64)
B-_cate_n]na Cancerigenas Inibe via Wnt/B-c_atemna e induz células de Kahlert, 2012 (65)
silenciada Glioblastoma
Proteina HBx | Cancerigenas Inibe via Wnt/} -Cater}m © profriove cancet Xie, 2013 (66)
de figado
) Clément-Lacroi
Osteoblastos Aumento da formacdo dssea do esqueleto eme(ri 13)acr0|x
In vivo . ini
Licl Medula 6ssea Melhora do qua'dro C|II’IIC? t'em modelos para| Edwards, 2008
(Gavagem) mieloma mdltiplo (112)
Inibe desenvolvimento de amarinhados
SNC neurofibrilares na patologia neurofibrilar Leroy, 2010 (114)
SNC Acelera movimentos de camundongos Makoukji, 2012
In vivo Licl adultos apds rompimento do nervo facial (57)
i
(1.P) . Inibe a atividade da proteina GSK-3f renal,
Rim promovendo polidria dependente de COX2 Rao, 2005 (62)
) o Aumenta a sobrevivéncia de células )
Células endoteliais endoteliais e da autofagia em um modelo Kim, 2013 (34)
Aumenta e estabiliza a captacdo de )
glutamato pelas terminagdes pré-sinapticas Dixon, 1998 (120)
Li2CO3 (racdo) SNC - -
In vivo Melhora as fungGes neuroldgicas da ataxia | Watase, 2007
espinocerebelar (110)
SNC Melhort_a\ 0s déficit§ fenotipicos em,m_odelo Liu, 2012 (38)
animal para sindrome do X fragil
lcarina Osteoblastos Estimula formacg&o 6ssea em animais OPG/] Li, 2014 (61)

revertendo este quadro de deficiéncia




Tabela 3: Ativagdo da via Wnt/p-catenina com inibidores especificos.
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Inibidor | Método | Conc. | Tempo Tecido/Célula Genes alvo | Técnica | Observacdes | Referéncias
Células de hepatoma B-catenina | Luciferase SB ndo ativou |  Finlay, 2004
(H41E) -eate a via (119)
. Células tronco embrionarias
In vit 10 24 h - i i
CHIR99021 | In vitro UM pluripotentes (1 mESC) B-catenina |Luciferase
Kirby, 2012 (117)
Células embrionarias do rim B-cateni Luciferase
(HEK293) ~eatenina
. Células musculares lisas do SB ndo teve
6LM 6 dias bronquio GSK-3p wB efeito Deng, 2008 (70)
Células tronco embrionarias B-catenina | Luciferase
pluripotentes (J1 MESC) weate
20pM 24h Kirby, 2012 (117)
Células embrionarias do rim B-catenina | Luciferase
SB216763 | In vitro (HEK293)
30uM 48h Células cromafim adrenal | B-catenina wB Nem(oltfé)2008
30uM 1h Células de figado GSK-3B | Atividade
Coghlan, 2000
) Células embrionarias do rim - (69)
5uM 90 min (HEK293) GSK-3B | Atividade
Tabela 4: Efeitos Biologicos da ativagdo da via Wnt/B-catenina.
Método | Agonista Células/Tecido Efeitos Bioldgicos Referéncia
Uso potencial de inibidores de GSK-3 no .
. P Finlay, 2004
Células de hepatoma (H4IIE) tratamento de doengas que apresentam (119)
resisténcia & insulina, como Diabetes do tipo 11
i vitro | CHIR9902 P
1 Células tronco embrionarias
pluripotentes (J1 mESC) Promove pluripoténcia em Células tronco Kirby, 2012
Células embriondrias do rim embrionarias de camundongos (117)
(HEK293)
Células musculares lisas do . ] , . o
A Hipertrofia do musculo liso das vias aéreas |Deng, 2008 (70)
bronquio
Células tronco embrionarias
pluripotentes (J1 mESC) Promove pluripoténcia em Células tronco Kirby, 2012
Células embrionarias do rim embrionérias de camundongos (117)
. HEK?293
In vitro | SB216763 ( ) N 008
. . S . o emoto,
Células cromafim adrenal Inibicdo da via de sinalizagdo Akt (119)
Células de figado SB em combinac&o com insulina aumenta
9 sintese de gliogénio Coghlan, 2000
Células embrionarias do rim ) 69
(HEK293) Induz expressdo de B-catenina, TCF-LEF (69)
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1.2. Via Wnt/B-catenina e homeostase de células T

O gene HIG2 é um gene alvo e também ativador da via Wnt/p-catenina, que esta
envolvida na regulacdo da proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo celular
em vertebrados (71). Em modelos animais geneticamente modificados verificou-se que
intermediarios ¢ fatores de transcricio da via Wnt/p-catenina podem modular a
diferenciacdo das células T CD4+ (72). A despeito da importancia da Wnt/B-catenina, o
uso de agonistas farmacoldgicos, como os sais de litio, tem sido pouco explorado como
moduladores da funcdo de células T CD4+ (73, 74). Com relagdo a estas células, em
individuos saudaveis a manutencdo de um namero relativamente constante do subtipo
naive de células T CD4+ ao longo da vida ocorre pelo processo de homeostase (75).

Algumas doencas humanas resultam em um profundo comprometimento da

homeostase de linfécitos T CD4+, como por exemplo, a AIDS (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida), causada pela infeccdo do virus HIV-1. Pacientes
infectados com este virus apresentam perda progressiva de linfécitos T CD4+ no
sangue, gerando um quadro clinico de imunodeficiéncia profunda. Entretanto, um
pequeno grupo de individuos infectados pelo HIV-1 se mantém imunocompetentes, com
contagens de células T CD4+ >500 células/mm? por 7-10 anos ou mais, além de viremia
baixa ou indetectavel (< 10.000 cépias RNA viral/ml), na auséncia de terapia
antirretroviral. Estes pacientes sao considerados progressores lentos (LTNP) (76-78). .

Considerando que a homeostase de células T CD4+ é um evento central na
patogenia da infeccdo pelo HIV, nosso grupo avaliou o perfil de expressdo génica
global, por microarray, em PBMC de pacientes LTNP; visando encontrar nestas células
fatores relacionados com a sua homeostase. Dos diversos genes diferencialmente
expressos, 0 gene HIG2 foi o que apresentou a maior diferenca de expressdo em LTNP

em comparacio com o0s pacientes HIV+ progressores sob tratamento com
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antirretrovirais (ST). Posteriormente, para validacao destes dados, verificou-se por qRT-
PCR, que em PBMC dos pacientes LTNP ha& maior expressdo de HIG2, comparado aos

pacientes ST ou recentemente infectados (RI) (figura 3) (79).
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Figura 3. PBMC de pacientes LTNP apresentam expressdo aumentada de HIG2.
Comparado ao pacientes sob tratamento atiretroviral (ST) e os recentemente infectados (RI),
pacientes LTNP apresentam expressdo aumentada de HIG2. A expressao relativa de HIG2 foi
avaliada por gRT-PCR em amostras de PBMC de pacientes infectados com HIV-1-1 LTNP e
ST (sob tratamento antiretroviral, com CD4+>500 célulassrmm3) e pacientes recentemente
infectados sem tratamento (RI), comparado a doadores saudaveis. Amostras de RNA foram
submetidas a uma reacdo single step SYBR-green RT-PCR; fold expression foi calculado com
método 2, utilizando GAPDH como controle enddgeno. Anélise estatistica: teste T ndo
pareado, Mann Whitney, **p<0.01 (79).

Somado a isso, ensaios funcionais para o gene HIG2 demonstraram seu possivel
papel na homeostase de células T CD4+ em individuos saudaveis. As células T CD4+,
principalmente do subtipo naive, destes individuos, expressaram constitutivamente
niveis aumentados do gene HIG2. Além disso, o tratamento in vitro de PBMC de
individuos saudaveis com LiCl ou peptideo HIG2 foi capaz de ativar a Wnt/f3-catenina;
tal ativagdo foi detectada pela analise proteica dos niveis de GSK3p fosforilada bem
como de B-catenina ndo fosforilada, além da expressdo dos genes alvo da via, como

HIG2 e Ciclina D1 (Figura 4) (79, 80).
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Com base nestes resultados, sugere-se que a via Wnt/p-catenina e seu gene alvo
HIG2 possam desempenhar um papel ha manutencdo da homeostase de células T CD4+,

através da manutencéo da proliferacdo homeostatica de células T CD4+ naive.

CTRL CD3i28 LiCl HIG2
B premorecuenn

beta-catenin

- o e phospho GSK-3

GSK-3

Cyclin D1

1
-
. -

Figura 4. Tratamento com HIG2, LiCl e TCR/CD28 ativa a via Wnt/p-catenina em células
T CD4+ humanas. Células T CD4+ de individuos saudaveis foram purificadas por selegdo
negativa e incubadas com 1ug/ml de anti-CD3/28, 10mM de LiCl ou 10ug/ml de peptideo
HIG2 por 24h. O estado de fosforilagdo das proteinas B-catenina e GSK3[ foram analisados,
juntamente com o0s niveis de expressao proteica dos produtos HIG2 e Ciclina D1. A actina foi
utilizada como normalizador end6geno. CTRL.: controle (79, 80).

Adicionalmente, avaliando o perfil de expressdo génica de células T CD4+ em
pacientes infectados pelo HIV-1, Wu et. al., observaram que a via Wnt/B-catenina se
mostrou mais ativa em pacientes controladores de elite que apresentam niveis
aumentados de células T CD4+ (81). Ademais, a via Wnt/B-catenina foi associada com

sobrevivéncia de células T de memdria em pacientes HIV+ controladores de elite (82).
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Em conjunto, estes dados sdo consistentes com a hipdtese de que ocorre ativacdo
da via Wnt/p-catenina, com consequente expressdo aumentada de HIG2 e outros genes
alvos da via, em células T CD4+ humanas, criando perspectivas para avaliacao do papel
desta via em células murinas.

O termo homeostase se refere a tendéncia do corpo em preservar sua
estabilidade ap6s alguma perturbacdo. Em individuos saudaveis a manutencdo de um
namero relativamente constante de células T CD4+ naive ao longo da vida ocorre por
este mecanismo, mantendo o repertdrio de linfécitos T ao longo do tempo (75). Quando
o0 repertério de células T é gravemente comprometido em um individuo, gerando um
quadro linfopénico, dois mecanismos para o reestabelecimento do compartimento de
células T CD4+ naive sdo propostas: output timico - o timo se torna uma fonte de
células T, mantendo a homeostase do organismo (83) ou proliferagdo homeostética
periférica - as células T remanescentes na periferia ap6s um quadro linfopénico se
proliferam, reestabelecendo a homeostase de células T no organismo (84).

O output timico é caracterizado pela saida de células emigrantes recentes do
timo, as RTE (recent thymic emigrants), que se deslocam para periferia a fim de repor o
repertério de células perdidas apds alguma perturbacdo que altera o balanco
homeostatico normal do organismo (85).

A proliferacdo homeostatica periférica de células T CD4+ naive é responsavel
pela substituicdo das células T da periferia que foram perdidas por morte ou que se
tornaram células de memoria ou efetoras (84). O tamanho e composi¢do do pool de
células T estd sob estrita regulacdo homeostatica. A homeostase é obtida através do
controle entre a sobrevivéncia das células T e a divisdo celular. O compartimento de
células T naive é gerado no inicio do desenvolvimento pela saida do timo, e sua

manutencdo em adultos estd sobretudo dependente de proliferacdo homeostatica de



18

células T na periférica (86). Foi estimado que cerca de 90% do conjunto de células T
naive em seres humanos adultos saudaveis vem da proliferacdo homeostatica periférica,
em vez da saida do timo (87). O inicio do processo de divisao de célula T naive ocorre
em resposta a sinais fornecidos por IL-7 e TCR em resposta a auto-complexos MHC-
péptido, enquanto a proliferacdo homeostatica de células T de memdria centrais
depende apenas de IL-7 e IL-15 sinais (88).

Existem controvérsias sobre qual destes dois mecanismos € responsavel pela
recomposicdo do compartimento de células T CD4+ naive. Um estudo recente
demonstrou que em camundongos 0 output timico é o mecanismo mais importante para
manutencdo da homeostase das células T naive na periferia. Ja em seres humanos
adultos a maioria das células naive sdo produzidas por proliferacdo homeostética
periférica que é responsavel pela substituicdo das células T da periferia que foram

perdidas por morte ou que se tornaram células de memoria ou efetoras (89).

1.3. Polarizacéo de células TCD4+

A via Wnt/B-catenina tem um papel muito importante no desenvolvimento das
células, tanto no timo, quanto da periferia, locais onde a modulacdo de suas proteinas
intermediarias, B-catenina e GSK3f, bem como a de seu fator de transcricdo TCF-1 tem
sido amplamente estudada.

No timo, foi demonstrado que receptores FZD sollveis, capazes de inibir a via
Whnt/B-catenina, inibem o desenvolvimento de células T, por regular negativamente a
proliferacdo dos timdcitos (90). Verificou-se também que camundongos deficientes em
Whntl e 4 apresentam poucas células no timo (91). Ademais, a deficiéncia da proteina 3-
catenina inibe o desenvolvimento intratimico das células T (92) e a delecdo de f-

catenina ou a utilizacdo de um de seus inibidores, o ICAT, limita o desenvolvimento
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dos timdcitos nos estagios DN para DP (93) e diminui a sobrevivéncia dos timécitos DP
(94). Adicionalmente, a auséncia do fator de transcricdo TCF-1 leva ao
comprometimento no desenvolvimento dos timdcitos (95), especialmente na transicao
do estadgio DN1 para DN2 e DN4 para DP no timo (96). Contudo, ndo se pode afirmar
que a participacdo do TCF-1 esteja sempre ligada a ativa¢ao da via Wnt/B-catenina ja
que o TCF-1 ndo € um fator de transcricdo exclusivo da via Wnt/B-catenina.

Em menor escala, a via Wnt/B-catenina também regula os processos de selecdo
positiva e negativa no timo (transicdo DP para SP) (26). A expressdo do gene CD4 é
regulada pela sinalizacio p-catenina/TCF em timocitos SP (97). Além disso, a

estabilizagdo da B-catenina durante a sele¢do positiva aumenta sinalizagéo via IL-7R e

promove o desenvolvimento de células T CD8+ (98).

Na periferia, fatores presentes na sinalizacdo da Wnt/pB-catenina tem sido
estudados no processo de diferenciacdo de celulas T CD4+ em subpopulagdes CD4+ T
helper (Th) distintas (99). Em linha geral, observages em modelos animais mostraram
que a proteina B-catenina, e os fatores de transcricdo TCF-1 e LEF-1 podem controlar
varios aspectos do desenvolvimento das células T CD4+ na periferia (72, 100).

Células T CD4+ naive CD45RA+ tem niveis mais altos de TCF-1 e LEF-1 do
que células T de memoria (101). Além disso, em células T ativadas ha maior expressdo
de receptores FZD, o que aumenta a suscetibilidade a via Wnt (102). Existe indicacdo
de que a ativago da via Wnt/B-catenina com inibidor de GSK3f pode manter as células
T CD8+ em um estado mais indiferenciado (26).

Com relacdo as células Th2, inicialmente, verificou-se que a via Wnt/B-catenina
pode ser importante no processo de polarizacdo destas células (103). Ademais, outro
trabalho demonstrou a influéncia de TCF-1 e B-catenina, via TCR, sem o envolvimento

da via Wnt/B-catenina. Neste trabalho, o TCF-1 e a B-catenina sdo necessarios para a
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expressdo inicial de GATA-3, induzindo a polarizagdo para células Th2 (104). Por outro
lado, foi demonstrado que o fator de transcricdo LEF-1 apresenta afinidade de ligacdo
ao sitio de regulacdo negativa de IL-4, reduzindo diretamente a expressdo de IL-4,
sugerindo possivel diminuicao do perfil Th2 (105).

Durante o processo de polarizacdo para Thl, verificou-se que o fator de
transcricdo T-bet se associa a Bcl-6, formando um complexo repressor que atua sobre
TCF-1, induzindo a polarizacdo para Th1l (106). Outro estudo demonstrou que o TCF-1
regula negativamente a expressdo de IFN-y reprimindo a diferenciagdo para Th1 (104).
Contudo, estes efeitos sobre sdo independentes da via Wnt/f3-catenina.

Com relacdo as células Th17, células de camundongos TCF-1"" mostraram
aumento na diferenciacdo de células Th17, com aumento da producdo das citocinas IL-
17 e IL-23 (107). Lee et.al., demonstraram que a utilizagdo de inibidores da via Wnt/f3-
catenina induz o processo de polarizacdo para células Thl7 em células T CD4+
humanas (108). Adicionalmente, verificou-se a influéncia do TCF-1 neste processo, de
forma independente da via Wnt/B-catenina, onde camundongos TCF” mostraram
expressdo aumentada de IL-17 no timo e na periferia, mesmo na auséncia do fator de
transcrigdio RORyt. Em um animal TCF” com EAE, verificou-se resposta antigeno
especifica aumentada, por meio da identificacdo de secrecdo elevada de IL-17 em
linfonodo e baco destes camundongos comparado aos animais TCF™* (109). Por fim, foi
demonstrado que o TCF-1 regula a diferenciacdo de Th17 durante o desenvolvimento de
células T, mas ndo em celulas T maduras, o que pode ser independente da via Wnt/p-
catenina (107). Ademais, a inibi¢do de GSK3p, além de ativar a via Wnt/p-catenina,
participa de outros processos de sinaliza¢do. Ensaios in vivo utilizando camundongos
tratados com Li,CO3 por 4 semanas indicaram que a inibicdo de GSK3p causou

diminuicdo significativa da producdo de IL-6, com consequente ativacdo de STATS3,
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diminuindo a polarizagdo para Th17. Neste caso o efeito de inibicdo de GSK3p nao
resultou na ativagdo da via Wnt/B-catneina, mas sim da via de STATSs (73).

Por fim, as células T CD4+ reguladoras sdo essenciais para manutencdo da
tolerdncia imunoldgica. Nelas a ativagdo da Wnt/B-catenina leva ao aumento da
sobrevivéncia das Tregs, ja que a expressdo da forma estabilizada da f-catenina permite
a regulagdo positiva do fator anti-apoptético Bcl-xL e a supressdo de c-Myc (110).
Além disso, a inibicdo de GSK3[ aumenta a atividade supressora das Tregs, bem como
a expressdo de Foxp3, p-catenina e Bcl-xL (111). Até o momento, entretanto, ndo foi
demonstrado como a modulagdo da via Wnt/B-catenina pode influenciar no processo de
polarizacéo das Tregs.

Baseado nestes estudos podemos afirmar que a via Wnt/B-catenina esta ligada ao
desenvolvimento de células T CD4+, sendo que a influéncia do TCF-1 e da B-catenina
sob a polarizagdo destas células foram bastante estudados até 0 momento (Figura 5).

Por fim, é muito importante ressaltar que em células T CD4+, ndo foi
demonstrada ativacao da via Wnt/p-catenina através da administragdo de sais de litio em
nenhum estudo. Sendo assim, ainda existem muitos questionamentos quanto aos efeitos

do tratamento com sais de litio em células T CD4+.
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Figura 5. Fungio da via Wnt/p-catenina durante a diferenciacdo de células T periféricas.
Funcdo potencialmente positive ou negative de B-catenina/TCF-1 durante a diferenciagdo de
células T naive em subtipos Thl, Th2, Thl7, Treg e T CD8 de memodria. Citocinas produzidas
por diferentes tipos de céluals T helper também estdo mostradas (99).
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2. JUSTIFICATIVA

O mecanismo de homeostase das celulas T CD4+ é fundamental para a
manutencdo do numero destas células e é importante para a imunocompeténcia. Foi
observado que a via Wnt/B-catenina é ativa e participa nos processos de proliferacéo
homeostatica e sobrevivéncia de células T CD4+ humanas. Por outro lado, em
camundongos pouco se sabe se a via Wnt/pB-catenina participa na homeostase das
células T CD4+. Um primeiro passo para esse estudo é avaliar o potencial de ativacao

desta via em células T CD4+ murinas, utilizando inibidores da proteina GSK3.
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3. HIPOTESE

O tratamento com sais de litio e outros inibidores da GSK3 in vitro ou in vivo

induz a via Wnt/B-catenina em células T CD4+ murinas.

4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar a ativagdo da via candnica Wnt/B-catenina em células T CD4+ murinas.

4.2. Especificos
a) Avaliacdo da indugdo da via Wnt/B-catenina in vitro.

b) Avaliagdo da indugdo da via Wnt/B-catenina in vivo.
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S. DESENHO EXPERIMENTAL

A ativagdo da via Wnt/B-catenina serd analisada em diferentes tipos celulares e
tecidos cerebrais, sob a acdo de diversos estimulos em tempos e concentra¢des variados.
A ativacgdo da via sera testada em dois blocos experimentais: in vitro e in vivo. No teste
in vitro serdo utilizados os inibidores de GKS3f, SB, CHIR e LiCl e nos testes in vivo
serdo utilizados LiCl (tratamento agudo) e Li,COg3 (tratamento crénico). As figuras 6, 7

e 8 mostram os desenhos experimentos de cada um destes testes.
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Figura 6. Esquema de tratamento in vitro de esplendcitos e células T CD4+ purificadas

com inibidores de GSK3p.
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Figura 7. Esquema de tratamento agudo dos camundongos com LiCl.
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6. METODOLOGIA

6.1.  Inducdo in vitro da via Wnt/p-catenina
6.1.1. Cultura de esplendcitos totais

No primeiro bloco de experimentos 1x10° esplenécitos de camundongos
C57BL/6 machos foram separados e estimulados em cultura com LiCl (Merck) nas
concentragdes de 5, 10 ou 20mM durante 4 ou 6 horas. Posteriormente, a mesma
quantidade de esplendcitos foi cultivada com dois diferentes inibidores farmacol6gicos
especificos da proteina GSK3p, CHIR-99021 utilizado nas concentragdes de 1 ou
10pM, durante 12 ou 24h ou SB-216763 utilizado nas concentragdes de 10 ou 20uM,

durante 24 ou 72h (Figura 6).

6.1.2. Cultura de linfécitos T CD4+ purificados

Esplendcitos de camundongos C57BL/6 machos foram separados e purificados
por selecdo negativa, através do Kit Dynal® Mouse CD4 Negative Isolation Kit. Ap6s
purificacdo, 1x10° linfécitos T CD4+ foram cultivados com LiCl, SB-216763 ou CHIR-

99021 nas mesmas concentragdes e tempos citados acima (Figura 6).

6.2.  Inducdo in vivo da via Wnat/p-catenina
6.2.1. Tratamento agudo

Nove Camundongos C57BL/6, divididos igualmente em 3 grupos de acordo com
0 tempo (2, 6 e 12 horas) apos administracdo do LiCl, foram submetidos ao tratamento
com dose unica de 300ul de solugédo de LiCl (350mg/kg), administrado por gavagem no
tempo 0. Como controles foram utilizados 9 camundongos, também divididos em trés

grupos para cada tempo, os quais receberam solucdo salina por gavagem no tempo O.
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Apbs cada periodo foram retirados 500ul de sangue de cada animal que foi processado
para obtencdo de 100ul de plasma e utilizados para medida da litemia (valor de
referéncia: 0,5 a 1,5mEq/L) em fotdmetro de chama. Em seguida os animais foram
sacrificados para obtencdo de esplendcitos. A figura 7 representa a esquema de
tratamento agudo dos camundongs com LiCl. O mesmo foi aplicado para o grupo

controle, mas com salina ao invés de LiCl.

6.2.2. Tratamento crénico

Camundongos C57BL/6 foram separados em dois grupos, cada um com 3
animais. O grupo controle recebeu ragdo sem Li,CO3 e 0 grupo tratado recebeu ragédo
suplementada com 0,2% de Li,CO3, ambos durante 30 dias. Os animais tinham agua e
NaCl 0,9% ad libitum para hidratacdo e diminuicdo da toxicidade do litio,
respectivamente. Ao término do tratamento foram obtidos 500ul de sangue de cada

animal para medida da litemia e entdo os animais foram sacrificados (figura 8).

6.3.  Obtencao de esplendcitos

Para obtencdo de esplendcitos para cultura in vitro e apés indugdo da via Wnt/B-
catenina in vivo, os animais foram sacrificados e o baco foi retirado e posteriormente
macerado em 5mL de meio RPMI. O homogeneizado resultante foi centrifugado em
temperatura ambiente (TA) a 1.700 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e
0 pellet homogeneizado com 1mL de tampéo de lise de heméacias ACK (Ammonium-
Chloride-Potassiumpara) - Gibco®, em TA por 2 minutos. Foram adicionados 8mL de
RPMI, seguido de centrifugacdo a 1.700 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o pellet bem homogeneizado com 10mL de meio RPMI para lavar o ACK
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remanescente e centrifugado mais uma vez a 1.700 rpm por 6 minutos. O pellet final foi

ressuspendido em meio RPMI e as células contadas em camara de Neubauer.

6.4. Obtencdo de cdrtex e hipocampo

Camundongos C57BL/6 foram submetidos ao tratamento com LiCl por gavagem
ou Li,COj3 através da racdo. Apds o periodo de tratamento, estes camundongos foram
sacrificados e procedemos para obtencdo do hipocampo e cértex dos animais. O
hipocampo e cortex foram extraidos integralmente e armazenados separadamente em
ImL de Trizol a -80° C. Posteriormente as amostras foram homogeneizados em
Precellys®24 e submetidas & extragdo de RNA, transcricdo em cDNA e posterior analise

por qRT-PCR.

6.5. Medida da Litemia

Apds tratamentos in vivo, 500ul de sangue foram retirados dos animais pelo
plexo orbital, os quais foram centrifugados a 2300 rpm para obtencdo da fracdo
plasmatica (em torno de 100ul), utilizada para medida da litemia. A litemia foi medida

no Instituto de Psiquiatria da USP, através de espectrofotometria de chama (112, 113).

6.6.  Purificacdo de linfécitos T CD4+

Para purificacdo de linfécitos T CD4+ foi utilizado o Kit Dynal® Mouse CD4
Negative Isolation Kit. O rendimento do kit varia em torno de 12 a 16%. Linfdcitos T
CD4+ separados foram obtidos a partir de esplendcitos totais de camundongo saudavel
para cultura in vitro com inibidores de GSK3p ou foram purificados a partir de
esplendcitos totais de camundongos submetidos a tratamento in vivo agudo com LiCl ou

croénico com Li,COs. A pureza da separacéo foi medida por citometria de fluxo.
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6.6.1. Avaliacdo da pureza ap0s separacao negativa de linfécitos T CD4+

Apbs purificacdo dos linfocitos T CD4+, 300x10° células foram separadas e
marcadas com anticorpos monoclonais para avaliacdo de marcadores de superficie por
citometria. Primeiramente, as células foram lavadas com tampéo salina fosfatada (PBS
1x) pH 7,2 (GIBCO™) e centrifugadas a 1.700 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e as células ressuspendidas em 170uL de Tampao MACS, composto por:
498 mL de PBS 1x, 2 mL de EDTA [500mM], 2,5 g de albumina de soro bovino
(SIGMA®) (BSA). Apds nova centrifugacdo a 1.700 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
foi desprezado e as células marcadas com os anticorpos especificos conjugados (CD3-
APC, CD4-PE, CD8-APC.Cy7) durante 30 minutos, protegidos da luz. Apds incubacédo
as células foram centrifugadas mais uma vez, o sobrenadante foi desprezado e as
mesmas lavadas 2 vezes com 170uL de Tampao MACS. Para fixagdo, foi adicionado
100uL de paraformaldeido (SIGMA®) a 1% (PFA 1%). As células foram transferidas
para microtubos (Fisherbrand®, Houston, TX) e adquiridas em Citdbmetro de Fluxo.

Eventos adquiridos no citdbmetro foram analisados através do Software Flowjo.

6.7. EXxpressdo génica
6.7.1. Extracdo e quantificacdo de RNA

Apbs tratamento in vitro ou in vivo 1x10° esplendcitos totais ou linfocitos T
CDA4+ purificados foram lisados em Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Durante o
processo de extracdo, as amostras foram incubadas em TA por 5 minutos, e 0,2 mL de
cloroformio foram adicionados. Ap6s agitagdo no vortex, as amostras foram incubadas
por 3 minutos em TA, seguido de centrifugacdo durante 15 minutos a 13.000 rpm (4°C).
Apos centrifugacdo a fase aquosa foi recolhida e foi adicionado 0,5mL de &lcool

isopropilico. Posteriormente a solucdo foi homogeneizada por inversdo do tubo seguido
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de 10 minutos de incubagdo em TA e centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 min (4°C). O
pellet resultante foi lavado com 1mL de etanol 75% e centrifugado a 8.000 rpm por 5
minutos. Apés secagem em TA, o pellet de RNA foi ressuspendido em 10pl de agua
DEPC. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% corado com SYBR®
Safe (1:10.000). A quantificacdo e a verificacdo da pureza do RNA foram avaliadas
através da leitura em NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer nos comprimentos de
onda de 230, 260 e 280 nm. ContaminacGes por DNA genémico foram eliminadas pelo

tratamento da amostra de RNA com DNAse | (Ambion Inc., Austin, TX, USA).

6.7.2. Transcricdo reversa de RNA

1ug do RNA total extraido, tratado com DNase | foi utilizado como molde para
a sintese de cDNA na presenca de 0,5ul de iniciadores randémicos (0,1ug/ul), 0,5ul de
Oligo-dT (0,5 pg/ul), 1l de dNTPs (10Mm), 4ul de tampdo Superscript I (5x), 2ul de
DTT (0,1M), 1ul de de RNAse Out (40 U) e 1ul de Superscript Il. O ciclo usado na

reacdo foi de 5 minutos a 65°C, 2 minutos a 42°C, 50 minutos a 42°C, 15 minutos a

70°C e 10 minutos a 4°C.

6.7.3. Desenho de primers

Os primers desenhados para identificagdo dos genes alvo da via Wnt/B-catenina
foram desenhados pelo programa AllelelD (Premier Biosoft, USA). Os parametros
utilizados foram: tamanho dos primers (de 18 a 25 pares de bases), TM (temperatura de
melting) de 59-61°C e o conteldo de CG de 40-60% (Tabela 5). A especificidade dos

primers desenhados foi avaliada pela curva de dissociagao.
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HIG2 (F) CTTCTGAGGATCTAGCAGCAGA
HIG2 (R) CAACATGATGCCCAGCACAT
CiclnaD1 (F) |CTGCTGCAAATGGAACTGCTTC
CiclinaD1(R) |CTCATCCGCCTCTGGCATT

Bcl-xL (F) GGCTGGGACACTTTTGTGGAT
Bcl-xL (R) AAGAGTGAGCCCAGCAGAACC
c-myc (F) CTGAGCCCCTAGTGCTGCAT
c-myc (R) TTGCCTCTTCTCCACAGACACC

Tabela 5: Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de gRT-PCR.

6.7.4. Quantificacdo relativa por qRT-PCR

As andlises por PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 pocos,
usando os reagentes “SYBR-Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems, USA) e
primers especificos para o transcrito de interesse. O gene endégeno GAPDH foi
utilizado como normalizador da reacdo. A formula utilizada para calcular a expressao

relativa dos genes foi: 244" (24 estimulado/24" n&o estimulado).
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7. RESULTADOS

Apo6s a ativagdo da via Wnt/B-catenina por meio da utilizacdo de vérios
inibidores da proteina GSK3p, a expressao de alguns de seus genes alvo, como HIG2,
Ciclina D1, Bcl-xL e c-myc foi medida através da técnica por qRT-PCR. Como gene

endégeno, controle da reacdo, utilizamos 0 GAPDH e o método de analise foi 0 244",

7.1.  Experimentos in vivo

7.1.1. Tratamento agudo com LiCl (Gavagem)

a. Cortex e Hipocampo (controles positivos)

Primeiramente, a expressao destes genes foi avaliada em hipocampo e cortex de
camundongos apds tratamento agudo e cronico. Estes resultados foram utilizados como
controle positivo dos experimentos, ja que a ativagdo da via Wnt/B-catenina em tecidos
nervosos foi bastante abordada na literatura até 0 momento.

O primeiro protocolo in vivo testado foi o de gavagem, no qual utilizou-se
camundongos C57BL/6 tratados com LiCl 350mg/kg e analisados por 2, 6 ou 12 horas.
A concentracdo e tempo de tratamento foram definidos de acordo com dados prévios da
literatura (114-116). A fim de verificar a efetividade do tratamento com LiCl, a
concentracdo de litio no plasma dos animais foi medida e verificou-se que a mesma
estava adequada, apresentando valores entre 0,5 e 1,5mEq/L, que é a medida de
referéncia para atividade terapéutica (117, 118) (figura 9).

Nas figuras 10 e 1lverifica-se aumento significativo na expressdo dos genes
alvo da via Wnt/B-catenina em hipocampo e cortex de camundongos que foram

submetidos a gavagem com LiCl, com relacdo aos animais controles tratados com
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salina. Este resultado sugere que o tratamento agudo dos camundongos com LiCl é

capaz de ativar a via Wnt/p-catenina em tecidos cerebrais.

Litemia dos animais apos
tratamento com sais de litio
-o- Controle
1.5 - Exp.1
—&— Exp.2
g 1.0- -+ Exp.3
-
|
0.5+
0.0 4 \ 4 4 \ 4
2h 6h 12h 30 dias

Figura 9. Medida da litemia no sangue periférico de camundongos ap6s tratamento com
sais de litio. Litemia dos animais ap6s gavagem com 300l de solucdo de LiCl 350mg/kg ou
300ul de salina (controles) nos tempos de 2, 6 e 12 horas. Litemia dos animais submetidos ao
tratamento cronico com ragdo sem Li,COj3; (controles) ou com 2g/kg de Li,CO; por 30 dias. A
litemia dos animais controles foi igual a 0 em todos os tempos e tratamentos e 0 restante
apresentou-se dentro da faixa terapéutica de LiCl no sangue (0,5 a 1,5mEg/L). Cada ponto
representa a média e o desvio padrdo de 3 animais em cada experimento realizado (n=3).
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Figura 10. Expressdo de genes alvo da via Wnt/p-catenina em Hipocampo ap6s gavagem.
Para cada tempo testado, dois grupos (n=3) de camundongos C57BL/6 machos receberam 300pl
de solugdo de LiCl 350mg/kg ou 300l de salina por gavagem. Apoés sacrificio, o hipocampo
destes animais foi extraido e processado para avaliagdo da expressdo génica dos alvos da via
Whnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc, através da reacdo de gRT-PCR.
O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2! (2"*“ tratado/2™“* ndo tratado), sendo o
resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi
utilizado como enddgeno para normalizar a reacdo. Para analise estatistica foi aplicado o teste t,
Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 11. Expressido de genes alvo da via Wnt/$-catenina em Cortex apos gavagem. Para
cada tempo testado, dois grupos (n=3) de camundongos C57BL/6 machos receberam por
gavagem 300pul de solugdo de LiCl 350mg/kg ou 300pl de salina. Apos sacrificio, o cortex
destes animais foi extraido e processado para avaliacdo da expressdo génica dos alvo da via
Whnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc, através da reacdo de gRT-PCR.
O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2"*“* tratado/2*“ ndo tratado), sendo o
resultado expresso em média de FC(fold change)+/- erro padrdo da média. O gene GAPDH foi
utilizado como enddgeno para normalizar a reacdo. Para analise estatistica foi aplicado o teste t,
Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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b. Esplendcitos e células T CD4+

A expressdo dos genes alvo da via Wnt/p-catenina foi avaliada em esplendcitos e
células T CD4+ do baco de camundongos apos tratamento agudo, com objetivo de
verificar se a utilizagdo de inibidores de GSK3[ ¢ capaz de ativar a via em células do
sistema imune, o que ainda foi pouco descrito na literatura até o0 momento.

Na figura 12 verificamos que ndo houve aumento na expressdo de nenhum dos
genes alvo da via Wnt/B-catenina em esplendcitos de camundongos que foram
submetidos a gavagem com LiCl comparado aos animais submetidos ao tratamento com
salina. Ao contrario, € possivel verificar uma tendéncia de inibi¢do da via nestas células.

O principal objetivo do trabalho é avaliar a ativagdo em células T CD4+,
portanto as mesmas foram purificadas a partir de esplendcitos e submetidos ao
tratamento com inibidores de GSK3p. A avaliacdo do processo de purificacdo de células
T CD4+, ap0s a utilizacdo de kit de separacdo magnética, foi realizada por citometria de
fluxo. Verificou-se no pool de esplendcitos totais, sem separacao, frequéncia de 14,6%
de células T CD4+ que apds enriquecimento foi de 75,1% (Figura 13).

Na figura 14 verificamos que ndo houve aumento na expressao dos genes alvo
analisados em células T CD4+ de camundongos que foram submetidos a gavagem. Tais
resultados sugerem que o tratamento agudo com LiCl ndo € capaz de ativar a via Wnt/p-
catenina em células TCD4+ e células esplénicas em nenhuma concentra¢do ou tempo

analisados.
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Figura 12. Expressao de genes alvo da via Wnt/B-catenina em Esplendcitos totais apos
gavagem. Para cada tempo testado, dois grupos (n=3) de camundongos C57BL/6 machos
receberam por gavagem 300ul de solugdo de LiCl 350mg/kg ou 300ul de salina. Apds
sacrificio, 0 bago destes animais foi extraido e processado para obtencéo de esplendcitos totais.
A avaliacdo da expressao génica dos alvos da via Wnt/p-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c)
Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reacdo de gRT-PCR. O método de avaliacdo
utilizado foi a anlise de 27" (2" tratado/2*“' ndo tratado), sendo o resultado expresso em
média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi utilizado como
enddgeno para normalizar a reacdo. Para analise estatistica foi aplicado o teste t, Mann-Whitney,
one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 13. Estratégia de analise de citometria para avaliacdo do grau de pureza da
separacdo de células T CD4+ derivadas de esplendcitos totais. a) esplendcitos totais, b)
células T CD4+ purificadas. Foram utilizados os seguintes parametros de qualidade: Time x PE
— verificacdo do status do laser; Singlets — exclusdo de células duplicadas. A populacdo de
células T CD4+ foi separada utilizando os marcadores CD4 (PE-Cy7) e CD3 (PE-A). Analise
realizada em Software Flowjo (versdo 9.4.3, TreeStar).
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Figura 14. Expressio de genes alvo da via Wnt/p-catenina em Células T CD4+ purificadas,
apos gavagem. Para cada tempo testado, dois grupos (n=3) de camundongos C57BL/6 machos
receberam por gavagem 300ul de solugdo de LiCl 350mg/kg ou 300ul de salina. Apds
sacrificio, 0 baco destes animais foi extraido e processado para obtencdo de esplendcitos totais
que foram purificados para separacdo de células T CD4+. A avaliagcdo da expressdo génica dos
alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c¢) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através
da reagfo de qRT-PCR. O método de avaliagéo utilizado foi a analise de 2" (2"*“ tratado/2™“"
ndo tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média.
O gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a rea¢do. Para analise estatistica
foi aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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7.1.2. Tratamento crénico com Li,CO3 (ragéo)

a. Cortex e Hipocampo (controles positivos)

Apos realizacdo do tratamento com LiCl por gavagem, o segundo protocolo in
vivo testado foi o tratamento cronico dos camundongos com Li,COsz; a fim de
avaliarmos se a ativacdo da via Wnt/B-catenina pode ser alterada mediante o tempo de
tratamento dos animais. Os animais receberam racdo sem Li,CO3 ou ra¢do com 2g/kg
de Li,CO3 por 30 dias (112). A litemia no plasma destes animais foi medida e todos
aqueles tratados apresentaram valores adequados entre 0,5 a 1,5mEq/L (Figura 9).

Como demonstrado na figura 15, houve aumento significativo na expressdo dos
genes alvos da via em Hipocampo e Cortex dos camundongos tratados com Li,CO3 em
relacdo aqueles tratados com racdo sem Li,COs. (controles positivos). Este resultado
sugere que o tratamento crénico de camundongos com Li,CO3, bem como o tratamento
agudo com LiCIl demonstrado anteriormente, é capaz de ativar a via Wnt/p-catenina em

Cortex e Hipocampo de animais tratados com inibidores de GSK3p.
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Figura 15. Expressdo de genes alvo da via Wnt/p-catenina em Hipocampo e Cortex apds
tratamento crénico com Li,COs. Dois grupos (n=5) de camundongos C57BL/6 machos
receberam racdo sem Li,CO3; ou com 2g/kg de Li,CO;. ApGs sacrificio, a avaliacdo da expressao
génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, HIG2, Bcl-xL, Ciclina D1 e c-myc, foi realizada
através da reacdo de qRT-PCR. Est4 analise foi feita em a) hipocampo e b) cortex dos
camundongos. O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2 (2"*“* tratado/2“' n&o
tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O
gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a reacdo. Para anélise estatistica foi
aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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b. Esplendcitos e células T CD4+

Apo6s analise da ativacdo da via em animais submetidos ao tratamento agudo,
verificou-se esta ativagdo em esplendcitos totais e células T CD4+ purificadas apos
tratamento crénico dos animais com Li,COs;. Como demonstrado na figura 16 ndo
houve aumento de expressdo dos genes alvos da via Wnt/B-catenina em células
esplénicas e T CD4+ dos camundongos tratados. Ao contrario, € possivel verificar uma
tendéncia de inibicdo da via nestas células, conforme foi visto para o tratamento agudo.
Isto sugere que o tratamento cronico de camundongos com Li,CO3 ndo é capaz de ativar

a via em células esplénicas e T CD4+ no tempo e concentragdo testados.
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Figura 16. Expressdo de genes alvo da via Wnt/B-catenina em Esplendcitos e Células T
CD4+ ap6s tratamento cronico com Li,COs. Dois grupos (n=5) de camundongos C57BL/6
machos receberam racdo sem Li,CO; ou com 2g/kg de Li,CO3. Ap0s sacrificio, a avaliacdo da
expressdo génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, HIG2, Bcl-xL, c-myc e Ciclina D1, foi
realizada através da reacdo de qRT-PCR. Esta andlise foi feita em a) esplendcitos totais e b)
células T CD4+ dos animais. O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (24
tratado/2*“ ndo tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro
padrdo da média. O gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a reacdo. Para
andlise estatistica foi aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento
representativo de 3.
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7.2.  Correlagdes

Foi possivel verificar aumento da expressdo génica em hipocampo e cortex de
camundongos apds gavagem dos animais tratados com LiCl. No hipocampo e cértex
destes camundongos, verificou-se além do aumento de expressdo génica, uma
correlagéo positiva entre a litemia dos animais e a expressdo dos genes HIG2, Bcl-xL,
Ciclina D1 e c-myc. Em hipocampo esta correlacgdo foi significativa para os genes HIG2
e c-myc (Figura 17) e no colrtex para todos os genes avaliados (Figura 18). Em
contrapartida, a analise de correlacdo em esplendcitos (Figura 19) e células T CD4+
(Figura 20) purificadas néo foi significativa para nenhum dos genes, exceto Ciclina D1

gue apresentou uma correlacdo positiva em esplendcitos e negativa em células T CD4+.
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Figura 17. Correlagdo entre a expressdo génica em hipocampo e a litemia dos animais
submetidos ao tratamento agudo com LiCl. Avaliacdo de existéncia de correlacdo entre a
litemia no sangue dos animais submetidos a gavagem com LiCl 350mg/kg, nos tempos de 2h,
6h e 12h e a expressao génica, no hipocampo, de alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-
xL, c¢) Ciclina D1 e d) c-myc. Os valores de P e R foram calculados pela teste de correlacdo de
Spearman.
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Figura 18. Correlacdo entre a expressdo génica em cortex e a litemia dos animais
submetidos ao tratamento agudo com LiCl. Avaliacdo da existéncia de correlacdo entre a
litemia no sangue dos animais submetidos a gavagem com LiCl 350mg/kg, nos tempos de 2h,
6h e 12h e a expressdo génica, no cortex, de alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, ¢)
Ciclina D1 e d) c-myc. Os valores de P e R foram calculados pela teste de correlagdo de

Spearman.
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Figura 19. Correlacdo entre a expressdo génica em esplendcitos e a litemia dos animais
submetidos ao tratamento agudo com LiCl. Avaliacdo da existéncia de correlacdo entre a
litemia no sangue dos animais submetidos a gavagem com LiCl 350mg/kg, nos tempos de 2h,
6h e 12h e a expressdo génica, em esplendcitos, de alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2, b)
Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc. Os valores de P e R foram calculados pela teste de correlagéo
de Spearman.
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Figura 20. Correlacéo entre a expressdo génica em células T CD4+ putificadas e a litemia
dos animais submetidos ao tratamento agudo com LiCl. Avaliacdo da existéncia de
correlagdo entre a litemia no sangue dos animais submetidos a gavagem com LiCl 350mg/kg,
nos tempos de 2h, 6h e 12h e a expressao génica, em células T CD4 +, de alvos da via Wnt/B-
catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, ¢) Ciclina D1 e d) c-myc. Os valores de P e R foram calculados
pela teste de correlacdo de Spearman.
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7.3.  Experimentos in vitro
7.3.1. Células HEK293

Apos avaliacdo da via Wnt/p-catenina in vivo, procedemos para avaliagdo in
vitro. Utilizamos céelulas HEK 293T como controle positivo para 0s ensaios in vitro, ja
que na literatura foi descrito aumento da atividade de GSK3p sob estimulo com SB e
LiCl (69) e aumento do gene reporter da B-catenina sob estimulo com SB e CHIR
(119).

Ap6s cultura destas células com SB ou LiCl em concentracdes e tempos
diferentes, verificamos que houve aumento significativo na expresséo dos genes alvo da
via Wnt/B-catenina em relacdo ao controle (figura 21). Isto sugere que é possivel

induzir esta via em células HEK 293T com inibidores de GSK3f, como LiCl ¢ SB.

7.3.2. Esplendcitos

Apbs confirmar a ativagdo da via Wnt/pB-catenina em celulas HEK 293T,
testamos o poder de inducdo dos indutores da via (LiCl, SB e CHIR) em células
esplénicas. Diferentes tempos e concentragdes de estimulo foram utilizados para cada
indutor e a expressdao de alguns genes alvo da via Wnt/B-catenina foi avaliada, como
descrito anteriormente, por gRT-PCR.

As Figuras 22, 23 e 24 mostram que ndo houve aumento na expressao génica de
alvos da via apds estimulo com LiCl, SB e CHIR, respectivamente. Ao contrario,
verifica-se que apds tratamento com LiCl, os niveis de expressdo dos alvos diminuiram
significativamente com relacdo ao controle, sendo que para Ciclina D1 e C-myc esta
diminuicdo foi ainda mais significativa do que para Bcl-xL e HIG2 (Figura 22). Este

mesmo resultado se repete apos cultura com SB (Figura 23) e CHIR (Figura 24), sendo
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que ao utilizar o agonista CHIR, verificamos uma diminuicdo da expressdo génica
menos significativa.

Tais resultados sugerem que ndo ¢é possivel ativar a via Wnt/p-catenina em
esplendcitos ap6s indugdo com LiCl, SB e CHIR nas concentragdes e tempos testados,

ao contrario do que foi verificado em células HEK 293.
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Figura 21. Expressdo de genes alvo da via Wnt/B-catenina em células HEK apds estimulo
in vitro com SB e LiCl. Células HEK foram estimuladas com diferentes concentragdes de SB e
LiCl por 24 horas. A avaliagdo da expressdo génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2,
b) Bcl-xL, ¢) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reacdo de gRT-PCR. O método de
avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2*“' tratado/2™*“' ndo tratado), sendo o resultado
expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi utilizado
como enddgeno para normalizar a reacdo. Para andlise estatistica foi aplicado o teste t, Mann-
Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 22. Expressio de genes alvo da via Wnt/p-catenina em esplendctios totais apos
estimulo in vitro com LiCl. Esplendcitos foram estimulados com diferentes concentragcdes de
LiCl por 4 ou 6 horas. A avaliagdo da expressdao génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, a)
HIG2, b) Bcl-xL, c¢) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da rea¢do de qRT-PCR. O
método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2*“* tratado/2™*“' nfo tratado), sendo o
resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi
utilizado como enddgeno para normalizar a reagdo. Para anélise estatistica foi aplicado o teste t,
Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 23. Expressio de genes alvo da via Wnt/p-catenina em esplendctios totais apos
estimulo in vitro com SB. Esplendcitos foram estimulados com diferentes concentragdes de SB
por 24 ou 72 horas. A avaliagdo da expressdo génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2,
b) Bcl-xL, c¢) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reacdo de gRT-PCR. O método de
avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2*“' tratado/2™*“' ndo tratado), sendo o resultado
expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi utilizado
como endogeno para normalizar a reacdo. Para andlise estatistica foi aplicado o teste t, Mann-
Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 24. Expressio de genes alvo da via Wnt/p-catenina em esplendcitos totais apos
estimulo in vitro com CHIR. Esplendcitos foram estimulados com diferentes concentracdes de
CHIR por 12 ou 24 horas. A avaliacdo da expressao génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, a)
HIG2, b) Bcl-xL, c¢) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da rea¢do de qRT-PCR. O
método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2 tratado/2™*“' nfo tratado), sendo o
resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi
utilizado como enddgeno para normalizar a reagdo. Para anélise estatistica foi aplicado o teste t,
Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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7.3.3. Células T CD4+

Por fim e como objetivo principal do trabalho, a indug@o da via Wnt/p-catenina
foi avaliada em células T CD4+ purificadas a partir de esplendcitos totais submetidas ao
tratamento in vitro. Utilizou-se os inibidores de GSK3p descritos anteriormente, nas
mesmas concentracdes e tempos e a expressdo génica dos alvos foi avaliada por gRT-
PCR. Nas Figuras 25, 26 e 27 verifica-se que ndo houve aumento na expresséo génica
de alvos da via ap0s estimulo com LiCl, SB e CHIR, respectivamente. Assim como nos
esplendcitos, verifica-se diminuicdo significativa com relagdo ao controle, na expressdo
dos alvos ap6s indugdo com o0s agonistas da via em alguns tempos e concentracdes.
Analisando separadamente, apds tratamento com LiCl é possivel verificar diminuicao
significativa na expressdo de Bcl-xL, Ciclina D1 e c-myc em quase todos 0s tempos e
concentragdes (Figura 25). Por outro lado, ap6s cultura com SB, verifica-se diminuicéo
significativa da expressdo de HIG2 apds 72h de estimulo com SB 20uM e de c-myc
apos 24h de estimulo com SB 10uM (Figura 26 a, d). E por Gltimo, apds estimulo com
CHIR, verificou-se diminui¢do na expressdo dos genes HIG2, Ciclina D1 e c-myc
(Figura 27).

Tais resultados sugerem que ndo é possivel ativar a via Wnt/p-catenina em
células T CD4+ ap6s inducdo com LiCl, SB e CHIR nas concentracdes e tempos
testados. No entanto, a utilizagdo deste inibidores da proteina GSK3p demonstrou ndo
alterar ou induzir a diminuigdo da ativagdo da via Wnt/p-catenina.

Adicionalmente, foi realizado em células T CD4+ estimulo com ativador
especifico anti-CD3/CD28 por 6 horas, LiCl 10mM por 6 horas e SB 20uM por 24
horas. N&o pudemos verificar aumento na expressdo génica dos alvos da via, mesmo
apos estimulo com anti-CD3/CD28 em nenhuma condi¢do ou tempo testado (figura

28).
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Figura 25. Expressdo de genes alvo da via Wnt/pB-catenina em células T CD4+ apo6s
estimulo in vitro com LiCl. Células T CD4+ purificadas foram estimuladas com diferentes
concentragdes de LiCl por 4 ou 6 horas. A avaliagdo da expressdo génica dos alvos da via
Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reagdo
de gRT-PCR. O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2°*“* tratado/2*" n&o
tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O
gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a reacéo. Para analise estatistica foi
aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 26. Expressdo de genes alvo da via Wnt/p-catenina em células T CD4+ apo6s
estimulo in vitro com SB. Células T CD4+ purificadas foram estimuladas com diferentes
concentragdes de SB por 24 ou 72 horas. A avaliacdo da expressdo génica dos alvos da via
Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reagdo
de gRT-PCR. O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2"*“* tratado/2*" n&o
tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O
gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a reacéo. Para analise estatistica foi
aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 27. Expressdo de genes alvo da via Wnt/p-catenina em células T CD4+ apo6s
estimulo in vitro com CHIR. Células T CD4+ purificadas foram estimuladas com diferentes
concentragdes de CHIR por 12 ou 24 horas. A avaliagdo da expressdo génica dos alvos da via
Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, c) Ciclina D1 e d) c-myc, foi realizada através da reagdo
de gRT-PCR. O método de avaliacdo utilizado foi a analise de 2" (2"*“* tratado/2*" n&o
tratado), sendo o resultado expresso em média de FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O
gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para normalizar a reacdo. Para andlise estatistica foi
aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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Figura 28. Expressdo de genes alvo da via Wnt/B-catenina em células T CD4+ apoés
estimulo in vitro com LICl ou antiCD3/CD28. Células T CD4+ purificadas foram
estimuladas com diferentes concentragdes de LiCl ou antiCD3/CD28 por 6 horas. A avaliacéo
da expressdo génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, a) HIG2, b) Bcl-xL, ¢) Ciclina D1 e d) c-
myc, foi realizada através da reacdo de gRT-PCR. O método de avaliacdo utilizado foi a
anélise de 24" (22 tratado/2™“' ndo tratado), sendo o resultado expresso em média de
FC(fold change)+/-erro padrdo da média. O gene GAPDH foi utilizado como enddgeno para
normalizar a reacdo. Para analise estatistica foi aplicado o teste t, Mann-Whitney, one-tailed e
p<0,01. 1 experimento representativo de 3.
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8. DISCUSSAO

Neste trabalho, observamos que o tratamento in vivo de camundongos que
apresentavam niveis de litemia farmacologicamente ativos, ndo foi suficiente para ativar
a via Wnt/B-catenina, avaliada pela expressdo de 4 genes alvo, em esplendcitos e células
T CD4+, embora tenham promovido ativacdo em tecidos cerebrais (hipocampo e
cortex). O tratamento in vitro com LIiCl, ou com os inibidores especificos da GSK3,
SB ou CHIR, também ndo foi capaz de ativar a via Wnt/p-catenina em esplendcitos e
células T CD4+, embora tenham promovido ativagdo da via na linhagem celular
HEK?293.

Mesmo utilizando-se diferentes concentracfes e tempos de cultura, o0s
tratamentos com sal de litio (LiCl) ou com inibidores especificos da GSK3p (SB ou
CHIR) ndo foram capazes de ativar a via Wnt/B-catenina in vitro, em esplendcitos e
células T CD4+. A ativacao da via Wnt/B-catenina com sais de litio ja foi demonstrada
em diferentes células, como em mioblastos (59, 60), células de Schawn (57), células
foliculares de ovario (61), células intersticiais da medula renal (62), linhagem celular do
hipocampo (58), e em outras linhagens celulares, como 5TGM1 (114). Estudos relatam
a ativacdo da via Wnt/B-catenina apds estimulo in vitro com o inibidor especifico de
GSK3p SB em linhagens celulares (J1 mESC, HEK293) e em células adrenais (119,
120); e apds utilizagdo do inibidor especifico CHIR, em linhagem celulares mESC,
H41lE e HEK293 (119, 121). Contudo, nenhum dos testes de ativa¢do da via Wnt/p3-
catenina com os inibidores especificos SB ou CHIR foi realizado em esplendcitos ou
células T CD4+.

Adicionalmente, nossos resultados indicam que a via Wnt/B-catenina foi
induzida em linhagem celular HEK293 apos cultura com LiCl ou SB. A ativacdo desta

via foi descrita na literatura em células HEK293 apds tratamento com SB, aumentando



58

de forma dose-dependente a transcricdo do complexo regulador da transcrigio [-
catenina-LEF/TCF-1 (69, 119). Somado a isso, em células HEK293 estimuladas com
Whnt5, na presenca de FZD4, verificou-se ativacdo da via Wnt/B-catenina (16). Portanto,
sugere-se que a modulacdo desta via in vitro com proteinas Wnt ou inibidores de
GSK3p, possa ocorrer de acordo com o tipo celular analisado.

Além dos ensaios in vitro, realizamos tratamento in vivo com sais de litio para
ativagdo da via Wnt/B-catenina. Observamos que a gavagem de animais com LiCl e o
tratamento crénico com racdo contendo Li,COj3 ndo foi capaz de ativar a via em células
esplénicas e linfécitos T CD4+ nos tempos e concentracOes testados. Foi descrito que o
tratamento de camundongos com LiCl por gavagem ativa a via Wnt/B-catenina em
osteoblastos (114, 115). Dos estudos que utilizam o tratamento com ingestdo de ragédo
contendo Li,CO3, a maioria avalia células do sistema nervoso central. Apos tratamento
com este sal pode ocorrer melhoria das funcbes neuroldgicas no cértex (112), aumento
da captacdo de glutamato (122) e aumento de BNDF (123). Ademais foi demonstrando
que o tratamento longo com sais de litio ¢ capaz de inibir a proteina GKS3f (124). No
entanto, com relacdo aos efeitos destes tratamentos cronico ndo podemos afirmar que
estejam relacionados a ativacdo da via Wnt/p-catenina.

Como mencionado anteriormente, foi possivel observar ativagdo da via Wnt/f-
catenina em tecidos cerebrais (cértex e hipocampo). Nestes tecidos, verificamos
aumento da expressdo de todos os genes alvo da via analisados, tanto apos tratamento
agudo quanto cronico, indicando que nestes tecidos, a via péde ser ativada sob as
condicdes testadas. A modulacdo da via Wnt/B-catenina em tecidos cerebrais foi muito
descrita. Sua ativagdo € importante em AD (125) e sua inibicdo auxilia no
posicionamento neuronal durante o desenvolvimento cortical (126), bem como estimula

a perda neuronal no hipocampo de acordo com o aumento da idade em modelos AD
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(127). Nos tecidos cerebrais, a ativagdo da via Wnt/B-catenina com LiCl ocorre em
células progenitoras do hipocampo (AHP), estimulando a sua proliferacdo e a
diferenciacdo neuronal (128); em animais transgénicos para AD (camundongos CRND8
expressando as mutagfes Swedish e Indiana na proteina precursora amiloide humana),
promovendo a proliferacdo celular, diferenciacdo neuronal, sobrevivéncia e maturagdo
de células recém-nascidas em SGZGCL (subgranular zone-granule cell layer) do
hipocampo (125) e protegendo contra a neurodegeneragdo no hipocampo (129). De
forma muito semelhante ao modelo utilizado neste trabalho, Contestabile et. al.,
demonstram que o tratamento cronico de camundongos durante 4 semanas com ragéo
suplementada com 0,24% de Li,CO0s, foi capaz de ativar a via Wnt/p-catenina e como
consequéncia promover neurogénese no hipocampo (130). Outros tratamentos, além dos
sais de litio, também sdo capazes de ativar a via Wnt/B-catenina em tecidos cerebrais,
como curcumina, hipoxia e heparina (63, 131, 132). Com base na literatura e nos
resultados apds tratamento in vivo, podemos sugerir que a indugdo da via Wnt/pB-
catenina se comporta diferentemente de acordo com o tipo tecido analisado.
Adicionalmente, neste trabalho foi possivel verificar uma correlacdo positiva,
entre a litemia ¢ a expressdo dos genes alvo da via Wnt/B-catenina, no hipocampo e
cortex dos animais submetidos ao tratamento agudo com LiCl. Duas horas ap6s
gavagem, verificamos alta concentragdo de LiCl no sangue e niveis elevados na
expressdo dos genes alvo, ja no tempo de 12 horas apds gavagem verificamos baixa
concentracdo de LiCl no sangue e menor expressdo dos genes alvo. Portanto, podemos
sugerir que a indugéo da expressdo de genes alvo da via Wnt/B-catenina se comporta de
forma dose-dependente com a concentracdo plasmatica dos niveis do fon Li+. E
importante assinalar que tanto no tempo de 2h como o de 12h, a litemia ainda estava na

faixa tida como farmacologicamente ativa. N&o foi encontrado na literatura nenhum
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estudo correlacionando os niveis de litio no sangue com a expressdo de genes alvo da
via Wnt/B-catenina, em camundongos ou seres humanos.

Além dos modelos de indugdo da via Wnt/B-catenina, é importante abordarmos
os métodos de avaliacdo utilizados, para verificar se 0s mesmos podem interferir nas
respostas encontradas. Nossos resultados mostraram que através da utilizagdo de qRT-
PCR para avaliagdo da expressao génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, HIG2, Ciclina
D1, Bcl-xL e c-myc, ndo foi possivel verificarmos sua ativacdo em esplendcitos e
celulas T CD4+ murinas. Outros trabalhos utilizam a mesma técnica e método de
avaliacdo da expressdo génica (QRT-PCR de genes alvo da via) que foi utilizada no
presente trabalho. Em alguns destes estudos, verifica-se aumento da expressao génica de
Ciclina D1 e Axina2 em células foliculares ovarianas (61) e de Axina2 em linhagem
celular de mieloma 5TGM1 (114), de Ahr, Nk2d e axina2 em osteoblastos (115) e Bcl-
XL e c-myc em células T regulatérias (110). Ademais, a ativacdo da via Wnt/p-catenina
apos estimulo com LiCl in vitro,também pode ser avaliada por meio de técnicas de WB
para as fosfoproteinas GSK3, B-catenina e a proteina alvo Ciclina D1 (57, 59-61, 114);
além disso, a Wnt/B-catenina pode também ser avaliada por ensaios de translocacao
nuclear para p-catenina por imunofluorescéncia (57, 59-61). A inducdo desta via apds
ativagdo com inibidores especificos de GSK3p (SB ¢ CHIR), foi avaliada por ensaios de
luciferase, onde se avalia a expressdo de luciferase sob o controle de um promotor de
gene alvo da via Wnt/B-catenina (69, 119), bem como outros ensaios para verificacdo da
atividade de GSK3p (69). Por fim, em tratamentos in vivo, a ativacdo da via foi
verificada por meio de ensaios de luciferase para B-catenina, WB para GSK3pB e
avaliacdo da expressdo génica de Axina2 por gRT-PCR (114, 115).

Outro ponto importante € que a ativagdo da via Wnt/p-catenina pode nao levar

necessariamente a transcricdo de seus genes alvo. Usongo et al demonstraram que
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mesmo com a ativacdo da via Wnt/B-catenina em células do epitélio ovariano (OSE)
ndo foi possivel observar a expressdo do complexo B-catenina/TCF-1, responsavel pela
transcri¢cdo dos genes alvo da via. Neste caso, a despeito da inibi¢do da enzima GSK3p
e estabiliza¢do da B-catenina no citoplasma das células, ndo houve indugdo do complexo
de transcri¢ao B-catenina/TCF (133). Somado a isso, foi demonstrado que a formagéo
do complexo B-catenina/TCF-1 é suficiente para ativar a transcricdo de genes alvo da
via Wnt/B-catenina em células Jurkat, mas ndo em outras células (134). Outro estudo
realizado em células epiteliais aortica bovina (BAEC) verificou que ndo ocorre
expressao génica dos alvos da via Wnt/B-catenina, mesmo apds estabilizagao da f-
catenina e formacdo do complexo transcricional (135) . Portanto, a transcri¢do génica,
pos indugdo da via Wnt/B-catenina, ocorre diferentemente nos diversos tipos celulares.
Sendo assim, podemos hipotetizar que o comportamento dos esplendcitos e células T
CDA4+, testados no presente trabalho, seja semelhante ao observado nas células citadas
acima. Vale ressaltar que em esplendcitos ndo existe nenhum estudo de ativacao da via
Whnt/B-catenina ou de outras vias de sinalizagdo apds estimulacdo com inibidores de
GSK3p. Na literatura, verificamos que a utilizacdo do LiCl em esplendcitos ndo tem o
objetivo de avaliar a ativagdo da via Wnt/p-catenina, mas sim verificar a funcdo do litio
como adjuvante celular (136), sua influéncia na imunidade mediada por células (137) ou
seu papel na prevencgéo de doengas autoimunes (138).

Além disso, estudos sugerem que os sais de litio ndo sdo especificos para a
ativagdo da via Wnt/B-catenina, pois a sua utilizacao ja foi relacionada com ativacao de
outras vias de sinalizacéo e diferentes moléculas, como a via de inositol fosfato (139),
acido araquidonico (140) e no metabolismo de fosfoadenosina fosfato (141). O litio tem
a capacidade de inibir a familia de enzimas fosfodiesterases, (142-144) e diminuir o0s

niveis de inositol da via do fosfolipidio fosfatidilinositol (PI) (56, 144), além de ativar a
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via de sinalizacdo Akt (145); Ademais, a competicdo do litio com magnésio como
cofator enzimatico pode modular as a¢Ges do litio em diversas vias de sinalizagdo
celular, como por exemplo, naquelas mediadas pela proteina G (ligacdo a GTP e
producdo de AMP ciclico) (53).

Para explicar nossos resultados com esplendcitos e células T CD4+ murinas,
pode-se cogitar que tempos e concentracdes dos inibidores da GSK3p ndo avaliados
neste trabalho; ou ainda que a inibi¢ao da GSK3p, a despeito de ndo conseguir ativar a
via Wnt/B-catenina em esplendcitos e células T CD4+ nas condi¢bes experimentais
testadas, poderia ativar outras vias de sinaliza¢éo (42).

Uma vez que o litio reconhecidamente influencia outras vias de sinalizagéo
intracelular, testamos inibidores mais especificos para proteina GSK3f (SB ¢ CHIR), e
também ndo foi possivel verificar expressdo de genes-alvo da via Wnt/B-catenina.
Contudo, apesar da inibicdo da proteina GSK3[3 ativar esta via, a inibicdo de GSK3
pode resultar em outros efeitos (42, 146) e na ativacdo de outras vias de sinalizagédo
(147). Quando ativada, a GSK3 fosforila diferentes alvos que em sua maioria S&o
fatores de transcrigdo como STATS (transdutor de sinal e ativadores de transcri¢do), Nf-
kB, P53, AP-1 (148), membros da familia c-Jun, HSF-1, CREB (149), FoxO3a (150) e
NF-ATc (fator nuclear de células T ativadas) (151), que ndo estdo relacionados a
ativagdo da via Wnt/p-catenina. GSK3 também fosforila o inibidor-2, regulador de PP1
(152), a proteina nucleoporina p62 (153), os fatores de transcricdo Smad3/4 (154), e 0s
substratos de tecido cortical do cérebro (155). A inibicdo da GSK3p pode promover a
ativacdo das vias de STAT (156) e fosforila Mcl-1 que promove a degradacdo de
GSK3p (157). Somado a isso, a inibicdo de GSK3 fosforila a proteina gephyrin, que

diminui a transmissdo GABAEérgica em neuronios (158).
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Alguns receptores de membrana interagem com a GSK3, como os receptores de
dopamina (D2), cujo mecanismo de sinalizagdo envolve B-arrestina—PP2A—Akt-GSK3,
no qual a GSK3 pode promover sua propria ativacdo (159). Receptores de serotonina
(5HT2B) também interagem com GSK3 e ativa Akt (160). Receptores de proteina G
interagem com GSK3, ativando PI3K (161). Por fim, receptores de hormonios como 0s
receptores de insulina, estrogénio e prolactina interagem com GSK3, (42).

Como a GSK3p atua em outras vias de sinalizag¢do, uma futura abordagem para
avaliacdo em células T CD4+ seria a eficiéncia de sua a ativacdo de genes alvo pelas
outras vias ja descritas com associagdes a fosforilagdo de GSK3p na literatura (42).

Outro aspecto importante para discutirmos ¢ a influéncia da via Wnt/p-catenina
em células T CD4+ murinas descrita na literatura, ja que nosso alvo de estudo foi ativar
a via Wnt/B-catenina em células T CD4+. A modulacédo do fator de transcricdo TCF-1 e
da proteina B-catenina, pertencentes a via Wnt/p-catenina e a outras vias de sinalizacao,
tem sido amplamente estudada na regulacdo dos estdgios iniciais do processo de
polarizacéo de células T CD4+ em Thi, Th2, Th17 ou Treg. Camundongos B-catenina’
ou TCF” sdo modelos bastante utilizados para avaliacdo de suas influéncias na
polarizacdo de células T CD4+, porém poucos trabalhos utilizam sais de litio ou
inibidores especificos de GSK3[ nesta avaliagdo (100, 104).

O papel da via Wnt/p-catenina durante o processo de diferenciacdo de células T
CD4+ foi confirmado para células Th2 (103) e também para células Th17. Sabe-se que
a utilizagdo do inibidor da via Wnt/p-catenina sSFRP1, induz a polarizagéo para células
Th17. Em pacientes com atrite reumatoide, os altos niveis de IL-17 no fluido sinovial
estdo associados com alta concentragdo de sFRP1 (108). Por outro lado, foi
demonstrado recentemente, de forma bem mais consistente que a ativagdo da via Wnt/j-

catenina em celulas T, através da utilizagdo de camundongos CD4CreCtnnbl, no qual a
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B-catenina foi estabilizada em células T, pode promover expressdo de Roryt
promovendo inflamacdo mediada por células Thl7 em céancer de colo e colite,
estimulando, portanto a polariza¢do de Th17 apos ativacdo da via Wnt/p-catenina (15).
Ademais, a ativacdo da via Wnt/B-catenina nao foi demonstrada em células T CD4+
maduras e polarizadas Thl, Th2 e Thl7. No entanto, um estudo demonstra que o
resultado da ativacdo da via em células Treg polarizadas. Neste trabalho, o tratamento
de iTregs humanas com BIO (inibidor de GSK-3p), LiCl ou SB promove o0 aumento nos
niveis de B-catenina e sua entrada no ndcleo das células e aumento da expressao génica
de Axina2, gene alvo da via Wnt/B-catenina. Esta ativacdo da via resulta na diminuigéo
da capacidade supressora das Tregs (162).

A agdo da inibicdo da GSK3p sobre a polarizacdo de linfocitos T CD4+ pode
estar relacionada a ativacdo de outras vias de sinalizagdo, que ndo a via Wnt/B-catenina.
Foi descrito que a inibi¢do de GSK3p, utilizando-se camundongos GSK3B”, siRNA
para GSK3p ou tratamento com inibidores de GSK3p (Li,CO3; e CHIR) bloqueou a
producdo de IL-6, a ativacdo de STAT3 e consequentemente a polarizacdo para células
Th17; tal efeito foi relacionado com ativagédo da via STAT3 e ndo da via Wnt/B-catenina
(73). Além disso, durante o processo de diferenciacdo para células Treg, verificou-se
que a inibi¢do de GSK3p aumentou a diferenciacdo para iTreg, mas este efeito foi
independente da via Wnt/B-catenina, acontecendo através das vias TGF-B/sMAD3 e
ERK (74). A utilizagdo de sais de litio ou inibidores especificos da GSK3 em células T
CD4+ murinas, como realizada neste trabalho, foi verificada somente nestes dois
estudos, inibindo a polarizacdo para Thl7 — na verdade a atividade da GSK3p ¢
necessaria para a diferenciagdo Th17 (73) ou aumentando a polarizacdo para Treg (74).
No entanto, nestes dois casos a utilizagdo de sais de litio ndo levou a ativagdo da via

Wnt/B-catenina mas sim de outras vias.
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Uma série de trabalhos demonstram a influéncia do fator de transcricdo TCF-1
no processo de polarizagdo de células T CD4+. Este fator tem papel importante na via
Wnt/B-catenina, mas também em outras vias de sinalizagdo, com a expressdo de TCF-1
sendo induzida por sinalizacdo via Notch (95, 163, 164). Durante o processo de
polarizacdo para células Th2, o fator de transcricdo TCF-1, juntamente com a -catenina
promovem aumento na expressdo de GATA-3, fator de transcricdo importante para
diferenciacdo de Th2, e estimula em consequéncia a produgdo de IL-4, em células T
CDA4+ ativadas. Verificou-se ainda que a expressio de B-catenina nestas células
aumenta apds estimulo via TCR. O efeito na polarizacdo de células Th2 neste caso, foi
via TCR, mas ndo esta claro se este efeito foi indireto por ativar componente de outras
vias que entdo induziriam a polarizagdo, como a via Erk ou Wnt, ou se foi um efeito
direto da sinalizagdo via TCR (100, 104).

Por outro lado, alguns trabalhos demonstram a influéncia do TCF-1 em células T
CD4+ de forma independente da [-catenina, mas ndo especificam qual via de
sinalizacdo poderia estar envolvida. Em geral esta modulacdo por TCF-1 inibe a
polarizacdo para Thl7 e Thl (104, 107). O TCF-1 possui efeito inibitério na
polarizacdo para células Thl, pois tem a capacidade de regular negativamente a
expressao de IFN-y, reprimindo a diferenciagdo para Th1 (104). A expressao do fator de
transcricdo T-bet, importante para diferenciacdo de células Thl, em associacdo 0 gene
repressor Bcl-6, inibe a expressdo de TCF-1 e de outros genes importantes para
diferenciacéo de outros subtipos de células T e estimula a polarizacdo para Thl (106).
Em células T CD4+ TCF-1"", observou-se modificacdes epigenéticas no gene IL17 que
induziram aumento na expressdo de IL-17 e polarizacdo para células Th17. Além disso,
0 TCF-1 pode afetar a producéo de I1L-17 somente durante o desenvolvimento de células

T, mas ndo em células T CD4+ maduras (107). Outro estudo demonstrou que o fator de
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transcricdo TCF-1 pode regular negativamente a expressdo de IL-17. Este efeito ocorre
através da ligacdo do TCF-1 em regides regulatorias do gene 1117, o que protege o
camundongo contra doengas autoimunes, como a EAE (165).

Adicionalmente, também foi demonstrado um papel importante nas células T
CDA4+ para B-catenina. A expressdo de B-catenina estavel nas células Treg diferenciadas
promove a sobrevivéncia de Tregs e anergia de células T efetoras, aumentando a
resposta contra doencas inflamatérias (110), mas ndo podemos afirmar que este efeito
seja via Wnt/p-catenina.

Em suma, o trabalho que demonstrou ativacdo da via Wnt/B-catenina em células
T CDA4+ utilizou um modelo de camundongo CD4CreCtnnb1, no qual a p-catenina foi
estabilizada em células T. Neste trabalho, verificou-se que a ativagdo da via Wnt/p-
catenina induz polarizacéo para células Th17 (15). No entanto, esta condi¢do pode ndo
ser fisioldgica e portanto ter menor relevancia bioldgica que um tratamento com
inibidores da GSK3p capaz de induzir a via em tecidos alvo classicos como o tecido
cerebral. Além disso, os trabalhos que utilizaram inibidores de GSK3p descritos na
literatura, ndo viram a ativagdo da via Wnt/B-canina, mas sim de outras vias.

Levando em consideragdo nossos resultados e a literatura, podemos afirmar que
nas condi¢des testadas ndao foi possivel observar ativagdo da via Wnt/B-catenina em
esplendcitos e células T CD4+ maduras do baco de camundongos, utilizando inibidores
da GSK3. Isto vai de encontro aos achados do grupo com células T CD4+ humanas,
onde foi observada indugdo de genes alvo da via Wnt/B-catenina com inibidores da
GSK3p; e aos achados de ativacdo da via em células Treg. No entanto nossos resultados
corroboram com as observacGes da literatura em células OSE, BAEC, onde ndo foi

possivel verificar ativacdo da via Wnt/p-catenina.
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Sabe-se que em camundongos a homeostase de linfocitos T é mantida
basicamente pela exportacdo timica, e ndo pela proliferacdo homeostatica periférica de
células T naive, ao contrario do que ocorre em humanos, onde a manuteng¢éo do numero
de células T CD4+ periféricas é basicamente sustentada por proliferacdo homeostética
(87). Uma hipdtese para compatibilizar nossos dados com a literatura seria que a
diferenga seja devida a relativa auséncia de mecanismos de ativacdo da proliferacdo
homeostatica em camundongos, dependente da via Wnt/B-catenina. Uma outra hipotese
para explicar a diferenca dos nossos resultados seria que populacfes especiais de
linfocitos T sensiveis a ativacdo da via Wnt/p-catenina estariam diluidas com outros
compartimentos de células T CD4+ insensiveis a ativacdo (por exemplo células
polarizadas Th1/Th2/Th17 maduras). Nao podemos excluir, também, que sais de litio
ou mesmo inibidores especificos da GSK3p, possam ter induzido a sinalizacdo por
outras vias ndo testadas que ndo a via Wnt/p-catenina, levando em consideracdo o
pleiotropismo dos sais de litio, induzindo sinalizacdo por diversas vias, e a capacidade
da prépria GSK-3p de interagir com diversas outras vias, como a via de STAT3, (73) ou
TGF-p/sMAD3, membros da familia c-Jun, C/EBPs (proteinas de ligagdo CCAAT),
STATSs (transdutor de sinal e ativadores de transcricdo), NF-ATc e ERK, como citado
anteriormente (74). Por fim, nossos resultados sugerem que a acdo de inibidores de

GSK3p tem efeitos diferentes de acordo com o tipo celular analisado.
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9. CONCLUSAO

Existem muitas semelhancas estruturais e fisiologicas entre modelos animais e
seres humanos. No entanto, espécies que compartilham relacdes evolucionarias
relativamente proximas ndo necessariamente estdo submetidos aos mesmos mecanismos
bioguimicos ou respostas fisiolégicas, nem mesmo em nivel molecular, no que diz
respeito as vias de sinalizacdo (87). Embora a via Wnt/B-catenina seja preservada e
ativa em camundongos e humanos, é possivel que se comporte diferentemente nas duas
espécies, 0 que justificaria a diferenca na capacidade de inibidores da GSK3p ativarem
esta via em células T CD4+ humanas, mas ndo células T CD4+ murinas, avaliadas neste
trabalho. Com base nos resultados obtidos neste trabalho e dados na literatura
concluimos que em esplendcitos e em linfécitos T CD4+ murinos ndo é possivel ativar a
via Wnt/B-catenina por meio da utilizagdo de inibidores de GSK3p (LiCl, Li,COg3, SB e
CHIR). Nao podemos, entretanto, descartar subpopulacbes de células T CD4+ sejam
suscetiveis a ativacdo da via, como ja foi demonstrado em camundongos. Também nao
podemos descartar que tratamento de células T CD4+ com tais inibidores possa ter
estimulado outras vias de sinalizagdo, como as vias STAT3, TGF/SMAD, membros da
familia c-Jun, C/EBPs (proteinas de ligagdo CCAAT, NF-ATc e ERK, como citado

anteriormente e ndo investigadas neste trabalho.
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