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RESUMO

A funcdo canénica de complexos E3 ubiquitina ligases do tipo SCF € realizar a
ubiquitinacdo de seus substratos, levando-os a degradacédo proteassomal ou a modulacao
de funcgdo, sendo as proteinas da classe F-box os componentes mais importantes desse
complexo por garantir sua especificidade. Em 2012 foi descrito que a proteina Fbxo7 atua
como regulador negativo na via de sinalizacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa B
(NF-kB) em linhagem de osteosarcoma humano (U20S). Essa via é regulada por diversos
eventos de ubiquitinacdo e é responsavel pela regulacdo da inflamacéo atraves da ativagédo
da transcricdo de genes envolvidos na resposta imune, incluindo as citocinas. Porém, até
o presente momento ndo foi avaliado como a proteina Fbxo7 altera o perfil de citocinas
reguladas por NF-kB. Assim, o objetivo desse trabalho foi compreender o papel da
proteina Fbxo7 na producdo de citocinas em modelo celular THP-1 estimulado com
lipopolissacarideo (LPS). Como macrofagos auxiliam o direcionamento da resposta
imune padréo através de citocinas, utilizamos a linhagem THP-1 diferenciada para esse
estudo. Realizamos o knockdown de FBXO7 por siRNA nessas células, estimulamos a via
NF-kB com LPS e avaliamos o perfil de 36 citocinas através de um array contendo
anticorpos de captura para cada uma delas. Verificamos que houve uma redugdo na
quantidade de CCL1, CCL3, IL-10 e IL-1pB nas células knockdown FBXO7 quando
comparadas ao controle. Considerando que IL-1B ¢ uma potente citocina pro-inflamatéria
e é produzida majoritariamente por macréfagos, avaliamos também a expressdo do gene
IL-1p por RT-gPCR. Notamos que, embora tenha ocorrido redugdo no nivel proteico de
IL-1B, ocorreu um aumento na transcri¢do desse gene. Isso sugere que as células estdo
tentando compensar a reducdo dos niveis proteicos aumentando a expressao do gene.
Além disso, verificamos que ndo houve alteracdo na transcricdo de NF-kB apos o
knockdown de FBXO7. Considerando que IL-1PB apresenta regulagdo pds-traducional,
sugerimos um mecanismo de regulacdo da Fbxo7 na secregéo de IL-1p em células THP-
1 diferenciadas estimuladas por LPS. Dessa forma, esse trabalho contribuiu para o

entendimento do papel de mais uma proteina F-box na resposta imune.

Palavras-chave: Fbxo7, NF-kB, LPS, citocinas, THP-1.



ABSTRACT

The canonical function of SCF E3 ubiquitin ligase complexes is the ubiquitination
of their substrates, directing them to proteasomal degradation or modulation of function.
From these complexes, F-box protein class is the most important component due to their
substrate recognition, which ensures the specificity of the complex. In 2012, it was
described that Fbxo7 acts as a negative regulator in the nuclear transcription factor kappa
B (NF-kB) signaling pathway in human osteosarcoma cell line (U20S). This pathway is
regulated by several ubiquitination events, thus being responsible for regulating
inflammation via activation of genes involved in the immune response, including
cytokines. So far it has not been evaluated whether Fbxo7 can regulate the cytokine
profile through NF-kB. Therefore, the aim of this work was to investigate the role of
Fbxo7 in cytokine production using THP-1 cells stimulated by lipopolysaccharide (LPS).
Since macrophages help to direct the standard immune response through cytokines, we
used the differentiated THP-1 lineage for this study. We performed FBXO7 knockdown
by specific SIRNA in these cells and stimulated the NF-kB pathway with LPS, followed
by the evaluation of 36 cytokines through an array containing capture antibodies for each
cytokine. We verified a reduction in the amount of CCL1, CCL3, IL-10 and IL-1p in
FBXO7 knockdown cells when compared to the control. Considering that IL-1p is a
potent pro-inflammatory cytokine and is produced mostly by macrophages, we also
evaluated the expression of the IL-1p gene by RT-qPCR. We noticed that, although there
was a reduction in the protein level of IL-1, there was an increase in transcription of this
gene, which may suggest that cells are trying to compensate the reduction in protein levels
by increasing gene expression. In addition, we did not find any change in the transcription
of NF-kB after the knockdown of FBXO7. Considering that IL-1f is post-translationally
regulated, we suggest a regulatory mechanism of Fbxo7 for IL-1p secretion by LPS-
stimulated, differentiated THP-1 cells. Thus, this work contributed for the understanding

of the role of another F-box protein in the immune response.

Keywords: Fbxo7, NF-kB, LPS, cytokines, THP-1.
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1.INTRODUCAO

1.1.Sistema Ubiquitina-Proteassoma

Proteinas sdo mediadoras efetivas da maioria das funcbes celulares,
correspondendo a mais de 50% do peso seco celular (MILO; PHILLIPS, 2016). A
complexa interacdo entre a sintese proteica, dobramentos, trafego e sua degradacéo €
chamada de homeostase de proteinas. Dessa forma, o controle da disponibilidade proteica
no ambiente celular bem como a execucdo precisa de cada etapa de regulacdo nos niveis
de proteina sdo importantes para a manutencdo da homeostasia e resposta celular. A
sintese proteica e sua degradacdo permitem a substituicdo das proteinas, além de
promover a alteracdo da composicao proteica em resposta a um estimulo (POWERS et
al., 2009; ALBER; SUTER, 2019). Nas células h& dois principais mecanismos de
protedlise: o sistema lisossomal, onde ocorre a degradacéo das proteinas nessas organelas,
e o Sistema Ubiquitina Proteassoma (SUP).

O SUP ¢ o principal mecanismo de protedlise intracelular eucaridtico, sendo
responsavel por cerca de 90% da degradacdo de proteinas citoplasmaticas e nucleares
(SOROKIN; KIM; OVCHINNIKOV, 2009). E um mecanismo altamente seletivo que
promove a degradacdo de proteinas especificas que foram previamente marcadas. Esse
processo consiste na conjugacdo covalente de moléculas de ubiquitina a uma proteina-
alvo e corresponde a uma das modificacbes pds-traducionais mais importantes e
prevalentes encontradas nas células, desempenhando papéis versateis no metabolismo de
proteina, apoptose, ciclo celular e transcricdo (WANG et al., 2018). Ubiquitinas sdo
polipeptideos de 76 residuos de aminoacidos que apresentam sete residuos de lisina em
sua estrutura (K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63), os quais podem ser utilizados para
formagéo de cadeias de ubiquitina (KOMANDER, 2009; HERHAUS; DIKIC, 2015).
Pode ocorrer a adicdo de apenas uma ubiquitina no sitio da proteina-alvo
(monoubiquitinacdo) ou a formacdo de cadeias de poliubiquitina. Dependendo de qual
residuo de lisina ocorra a conjugacdo de ubiquitinas, conformac@es estruturais diferentes
serdo geradas no alvo e estas mediardo diferentes sinalizagdes celulares. Por exemplo, a
monoubiquitinacdo esta relacionada a regulacdo da fungéo das histonas, j& a conformagéo
estendida das cadeias do tipo K63 induzem a proteina-alvo a modulacéo funcional, e
cadeias K48 de conformacéo globular sinalizam para a célula que as proteinas marcadas
devem ser levadas a degradacdo mediada pelo proteassoma 26S (NEWTON et al., 2008;
KOMANDER, 2009, WICKLIFFE et al., 2011).
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A conjugacdo da ubiquitina a seus substratos requer a acdo coordenada de trés
componentes enziméticos (Figura 1): enzima ativadora de ubiquitina (E1), enzima
conjugadora de ubiquitina (E2) e enzima ubiquitina-ligase (E3). Mediante reagéo
dependente de ATP, a E1 ativa a ubiquitina e a transfere a E2. J& as enzimas E3
apresentam sitios para ligacdo da E2 e de interagcdo com substratos especificos,
transferindo a ubiquitina conjugada a E2 para um grupo e-amino de um residuo de lisina
da proteina-alvo ou a um grupo amino de uma ubiquitina anteriormente ligada ao
substrato, atraves de uma ligacéo isopeptidica (KOMANDER; RAPE, 2012).

Todavia, a ubiquitinacdo é um processo reversivel, uma vez que existem enzimas
chamadas deubiquitinases (DUBs) que catalisam a retirada de ubiquitina da proteina-alvo
(NIJMAN et al., 2005). Porém as funcbes das DUBs ndo se limitam apenas em reverter
a ubiquitinacdo das proteinas marcadas para a degradacdo via proteassomal 26S. Estdo
envolvidas no trafego de proteinas, regulacdo do ciclo celular, remodelagédo da cromatina,
modulacdo da atividade das proteinas e das vias de sinalizacio (KOMANDER;
CLAGUE; URBE, 2009; FRAILE et al., 2012). Portanto, tanto as E3 ubiquitina ligases
quanto as DUBs séo extremamente importantes para a regulacdo de variados processos
celulares e falhas nesse controle resultam em doencas como cancer e neurodegeneragédo
(POPOVIC; VUCIC; DIKIC, 2014).
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Figura 1. Modelo esquematico do Sistema Ubiquitina-Proteassoma. A ubiquitina é
ativada pela enzima E1 e em seguida é transferida para E2 para que se ligue a E3,
transferindo a ubiquitina para o substrato. As E3 catalisam a ligacdo da ubiquitina a
proteina-alvo, a qual, dependendo do tipo de cadeia de ubiquitina adicionada, sera
destinada a degradacdo proteassomal ou a modulacdo funcional. Em contrapartida,
enzimas DUBs podem remover as ubiquitinas adicionadas e alterar assim o sinal
anteriormente gerado. Fonte: Modificado de HUANG; DIXIT, 2016.

O genoma humano codifica apenas duas enzimas E1 (UBAl1 e UBAG),
aproximadamente 30 enzimas de conjugacdo E2 e mais de 600 ligases E3 ubiquitina
ligases (WHIK; TIMMERS, 2010). As enzimas E3 podem ser divididas em trés familias
principais, dependendo da estrutura de seu dominio catalitico e 0 modo de catélise: HECT
(Homologo f the E6-AP Carboxyl Terminus), RING (Really Interesting New Gene) e
PHD/U-box (Plant Homeodomain/U-box) (BERNDSEN; WOLBERGER, 2014). A
maioria das E3 ligases pertence a familia RING (DESHAIES; JOAZEIRO, 2009), e essa
familia € composta em sua maioria por complexos SCF. O complexo SCF é composto
por proteina associada a quinase da fase S1 (Skpl), RING-box protein (Rbx1), Cullin 1 e
proteinas do tipo F-box, as quais apresentam um dominio com esse home (FRESCAS;
PAGANO, 2008) como indicado na Figura 2. A proteina F-box corresponde ao
componente mais importante do complexo SCF por ser responsavel pelo reconhecimento
do substrato garantindo a especificidade do complexo (XIE, JIN, WANG, 2019).
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Figura 2. A) Modelo esquematico do complexo SCF formado pelas proteinas Skpl,
Cullin 1, Rbx1 e F-box. B) Ubiquitinacdo de um substrato por E3 ubiquitina ligase do
tipo SCF. Fonte: HAMID et al., 2020.

As proteinas F-box (PFB) além do dominio F-box de interacdo com Skpl,
possuem outro dominio de interacdo com seus substratos e por isso sao classificadas em
trés subfamilias: as FBXL, com dominio rico em leucina; FBXW com dominio rico em
triptofano e acido aspartico e por fim, FBXO que possuem outros dominios de interacao
com substrato (CENCIARELLLI et al., 1999). O genoma humano codifica cerca de 22
FBXL, 10 FBXW e 37 FBXO (TEKCHAM et al., 2020). Dentre as 69 proteinas F-box,
a Fbxo7 é a quinta mais abundante encontrada em complexo SCF em células humanas
(Lee etal., 2011).

1.2. A proteina Fbxo7

Embora a Fbxo7 possa ser parte de um complexo SCF(Fbxo7) e desempenhar sua
funcdo candnica de ubiquitinar seus substratos, varios de seus ligantes ndo sao
ubiquitinados por ela, exercendo fungGes ndo-candnicas de regulacdo de processos
celulares (NELSON; RANDLE; LAMAN, 2013) (Figura 3B). A primeira funcdo néo-
candnica de Fbxo7 foi verificada na regulacdo do ciclo celular em células de fibroblasto
murino interagindo com uma ciclina D viral oncogénica, especificamente com Cdk®,
sendo essencial para a formagdo do complexo Cdk/ciclina entre Cdk6/ciclinaD. As

ciclinas virais sdo capazes de ativar de forma robusta as Cdks da fase G1, induzindo essas



21

células a fase S. Além disso verificaram que a superexpressao de Fbxo7 em fibroblastos
murinos induziu a formacgdo de tumores mediante a inducdo desse complexo. Assim, a
Fbxo7 foi descrita como um potencial proto-oncogene (Figura 3B) (LAMAN et al.,
2005).

Fbxo7 também tem sido associada como regulador da atividade proteassomal
interagindo com alta afinidade através de seu dominio FP (Figura 3A) com a proteina
P131, um inibidor de proteassoma, sugerindo assim, a participagdo de Fbxo7 na regulacéo
desse complexo (Figura 3B) (KIRK et al., 2008).

Mutacbes no gene FBXO7 estdo relacionadas a variadas patologias humanas,
incluindo céancer, distarbios sanguineos e doenca de Parkinson (DP) (LAMAN et al.,
2005; NELSON et al., 2013; RANDLE; LAMAN, 2016). Mutacbes autossomicas
recessivas em PARK15 (FBXO7) foram observadas pela primeira vez através da analise
do genoma de familias afetadas por essa doenca, de modo que 0s pacientes apresentavam
o fendtipo classico de DP (SHOJAEE et al., 2008). Varias muta¢fes em FBXO7 ja foram
encontradas em pacientes, dentre elas: T22M, R378G e R498X (Figura 3A) (SHOJAEE
etal., 2008; LOHMANN et al., 2015). Essas mutacdes alteram a interacdo da Fbxo7 com
proteinas parceiras, afetando diferentes processos celulares como, por exemplo, a
mitofagia (Figura 3A), exercendo assim um papel fundamental para a manutencéo do
controle de qualidade mitocondrial (MATSUDA et al, 2010; JOSEPH et al., 2018).
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Figura 3. Estrutura da proteina Fbxo7 e as funcbes de seus dominios. A) Estrutura da
isoforma 1 de Fbxo7. As barras indicam os dominios de interagdes com outras proteinas,
sendo Ub1 dominio do tipo ubiquitina; FP dominio de interagdo Fbxo7/P131 e R(Ar)DP
0 motivo R onde Ar é um aminoacido aromatico. Em vermelho estdo representadas as
mutacdes patogénicas ligadas a DP. B) Fungdes de cada dominio da proteina Fbxo7, as
quais sdo divididas em ndo-candnicas (mitofagia, regulacéo do ciclo celular e regulacéo
do proteassomal) e candnicas (complexo SCF ligase). Fonte: Modificado de NELSON;

RANDLE; LAMAN, 2013.

1.3. Fbxo7 e a via de sinalizagdo NF-kB

A proteina Fbxo7 também foi associada a regulacéo da via de sinalizacéo do fator
de transcricdo nuclear kB (NF-kB), a qual é regulada por diversos eventos de
ubiquitinacdo (KUIKEN et al., 2012). Os fatores de transcri¢do nuclear sdo compostos
por proteinas que se ligam a regido promotora dos genes ativando 0 processo
transcricional de genes alvo (XIAO, 2004). A familia do NF-kB desempenha um papel
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crucial em eventos celulares como diferenciacdo e proliferacdo celular, apoptose, bem
como a regulacdo da inflamagdo aguda mediante a ativagdo e producdo de mediadores
pro-inflamatorios (LI et al, 2005; PARK et al., 2005; HOESEL; SCHMID, 2013). Essa
familia consiste em cinco subunidades: p65 (RelA), cRel, RelB, p50 e p52, as quais se
formam homo ou heterodimeros, resultando em dimeros ativadores (RelA/p50) ou
repressores (p50/p50 e p52/p52) da expressdo génica, sendo o heterodimero RelA/p50 o
mais abundante (MEFFERT; BALTIMORE, 2005; MALEK et al, 2007). Quando n&o
estimulado, o NF-kB se encontra no citoplasma conjugado ao 1kB, uma proteina inibitéria
que impede sua translocacdo para o nicleo e consequentemente a ativagéo transcricional
(BAEUERLE; BALTIMORE, 1996; SIEBENLIST, 1997).

Hé duas vias descritas para a ativacao de NF-kB: a via canénica (classica) e a via-
ndo-candnica (alternativa). A via candnica é a mais comum e esta relacionada a expressao
de genes pré e anti-inflamatdrios, a resposta imune inata e a sobrevivéncia celular (X1AO,
2004). Sua forma de ativacdo mais estudada é aquela promovida pelo fator de necrose
tumoral (TNF-a). A ligagdo do TNF-a em seu receptor cognato TNFR1 (receptor do fator
de necrose tumoral 1) promove a trimerizacdo deste e o rapido recrutamento de um
complexo multiproteico de sinalizacdo composto por TRADD, TRAF2, clAP1/2 e RIP1
(Figura 4). Este por sua vez, recruta o complexo linear de montagem de cadeia de
ubiquitina chamado LUBAC, o qual é composto por E3 ubiquitina-ligase e responsavel
pela ubiquitinacdo do modulador essencial do NF-kB (NEMO). Este processo resulta na
ativacdo de IKK, o qual sera responsavel por fosforilar IkB, destinando-o a interagdo com
a E3 ligase SCF(B-TrCP) que promove sua ubiquitinacdo e consequente degradagéo
proteassomal. Dessa forma, NF-kB se desloca para o nucleo da célula e promove a
ativacdo da transcricdo génica (CHAN, 2007; WAJANT; SCHEURICH, 2011).

Um estudo de 2012 verificou que em células epiteliais de osteossarcoma 6sseo
humano (U20S) a Fbxo7 realiza a ubiquitinacéo de clAP1 e TRAF2. TRAF2 atua como
proteina adaptadora, a qual se liga ao adaptador TRADD e recruta clAP1/2 ao receptor
TNFRL. Por sua vez, clAP1/2 é responsavel por promover a poliubiquitinacdo via K63
de RIP1, resultando na ativagdo de IKK e, consequentemente, na degradacdo de IkB e
translocacéo de NF-kB para o nucleo. Logo, com a ubiquitinacéo de clAP1 e TRAF2 pela
Fbxo7, ha uma reducéo na ubiquitinacdo de RIP1 e na ativagédo de IKK, resultando, em
uma menor ubiquitinacdo e degradacao do inibidor IkB e, portanto, reduzindo a expressédo
dos genes regulados por NF-kB (KUIKEN et al., 2012).



24

@ Sharpin)

LUBAC

®
/'&u—’.;%
B-TrCh Proteasome
- —
£ e . o
l Expression mokines \ @Lin

Figura 4. Via classica de ativacdo de NF-kB por TNF-a. A ligacdo de TNF-a em seu
receptor cognato TNFR1 desencadeia uma cascata de reacdes dependentes de
ubiquitinacdo que resultam na ativacdo e translocacdo do NF-kB para o nucleo celular, e,
consequentemente, na expressao de genes prd e anti-inflamatorios. Fonte: Modificado de
POPOVIC et al., 2014.

Outro fator importante de ativacdo do NF-kB ocorre através de lipopolissacarideo
(LPS) (Figura 5). Este é o principal componente da parede celular de bactérias gram-
negativas, correspondendo a um padrdo molecular associado ao patogeno (PAMPS)
conservado ao longo da evolucdo. Sua liberacdo ocorre a partir da proliferacdo das
bactérias ou quando estas sdo fagocitadas por células de defesa (TUIN et al., 2006) e seu
reconhecimento € mediado por outras proteinas, como proteina ligante de LPS (LBP),
proteina mieloide diferenciadora 2 (MD-2) e proteina cluster de diferenciagdo 14 (CD14),
as quais transferem o LPS para o receptor denominado Toll-like 4 (TLR4) (AKIRA;
TAKEDA, 2004). Posteriormente, ha o recrutamento de diversas proteinas

citoplasmaticas por interagdes dominio-dominio especificas atraves da via dependente ou
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independente da proteina Myd88 (resposta primaria da diferenciacdo mieloide 88), sendo
que ambas as vias convergem para ativacdo do IKK. Na via dependente de Myd88, esta
proteina adaptadora se liga as proteinas IRAKs e promove a ativacdo das mesmas. Em
seguida, essas proteinas se dissociam de Myd88 e interagem com a TRAF6 (fator 6
associado ao receptor do fator de necrose tumoral), a qual se autoubiquitina e recruta um
complexo de quinase composto por TAKL, TAB1 e TAB2 (DENG et al., 2000; WANG
et al., 2001). Esse complexo ativa IKK, o qual fosforila IkB e recruta a E3 ligase SCF(j3-
TrCP) para mediar a degradacéo proteassomal de IkB, permitindo por fim, a translocacéo
do NF-kB para o nucleo celular e sua ativacdo transcricional (KAWAI; AKIRA, 2006;
CARMODY; CHEN, 2007).

e

NC TN

Figura 5. Via classica de ativacdo de NF-kB por LPS. A ligacdo do LPS no receptor

TLRA4 resulta no recrutamento de proteinas que serdo responsaveis pela ativacao de IKK
e consequente degradacédo proteassomal de IkB. Sem o inibidor, NF-kB migra para o

nucleo celular e ativa a transcri¢do génica. Fonte: Modificado de HARHAJ; DIXIT, 2011.

Seja a ativacdo de NF-kB por TNF-o ou LPS, este fator de transcrigdo nuclear é

responsavel por regular a expressao de citocinas como TNF-a (fator de necrose tumoral),
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e interleucinas (IL) 1B, 2, 6, 8, 12, ligante 5 de quimiocina de motivo CC (CCL5), ligante
1 de quimiocina de motivo CXC (CXCL1), além de moléculas de adeséo e enzimas como
COX-2 e iNOX (ciclo-oxigenase 2 e 6xido nitrico sintase indutivel, respectivamente)
(CHRISTMAN; LANCASTER; BLACKWELL, 1998).

1.4. Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas soltveis que regulam fungdes do
sistema imunoldgico orquestrando a imunidade inata e adaptativa de modo a induzir a
inflamacéo local e as respostas sistémicas da fase aguda e cronica (HOLDSWORTH,;
GAN, 2015). Sua sintese tem inicio através da ativacdo transcricional de um gene apds
um determinado estimulo, sendo essa ativacéo transitéria (SMALE; TARAKHOVSKY,
2014). Sao produzidas por diversos tipos de células no local da leséo e por varias células
do sistema imune, atuando de forma paracrina, nas células vizinhas, ou de modo
autocrino, nelas mesmas (LIN; CALVANO, LOWRY, 2001).

As células-alvo das citocinas apresentam receptores especificos em sua membrana
celular, os quais desencadeiam a ativacdo da sinalizacdo intracelular apés a ligacédo da
citocina, resultando, posteriormente, em modificacdes na transcri¢do génica. Desse modo,
essas proteinas apresentam a capacidade de modificar a proliferacdo, diferenciacdo e
demais fungdes celulares particulares (BERRAONDO et al., 2018).

As citocinas desempenham papéis fundamentais no sistema imune inato em
resposta a infeccdo ou lesdo tecidual por promover a resposta inflamatéria aguda. Assim,
as principais citocinas inatas agudas, tais como IL-1, TNF-a, I1L-12, atuam ativando
células endoteliais, células dendriticas e leucdcitos, resultando na liberacdo de
quimiocinas e recrutando demais células para o local. Além disso, promovem o aumento
da expressdo de moléculas de adesdo, alterando a permeabilidade vascular e facilitando o
acumulo de outras proteinas. Desse modo, 0 antigeno é processado e apresentado por
células apresentadoras de antigenos (APC) a outras células para dar inicio a imunidade
adaptativa (HOLDSWORTH; GAN, 2015). Em contrapartida, citocinas como IL-10, 13,
14 apresentam ac¢do anti-inflamatoria, atenuando a inflamacdo gerada e induzindo o
reparo (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997) de modo a antagonizar de
maneira orquestrada os efeitos das citocinas pré-inflamatorias, regulando assim, a
intensidade e duracédo da resposta imune (JAFFER, WADE; GOURLAY, 2010).

Além disso, determinadas citocinas podem induzir a sintese de outras, levando a

uma cascata onde a segunda ou terceira citocina pode mediar a fungdo bioldgica da
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primeira. H& também o mecanismo de pleiotropia, onde celulas diferentes secretam a
mesma citocina e esta pode agir em diversos tipos celulares. Podem ser também
redundantes em suas atividades, isto &, diferentes citocinas podem desencadear a¢des
semelhantes (ZHANG, 2007). A capacidade de uma citocina em estimular ou inibir a
producdo de outras, corresponde a um importante sistema de regulacdo para a resposta
imune e inflamatoria, visto que a auséncia desse controle resulta em lesdo tecidual
(HOLDSWORTH; GAN, 2015).

A nomenclatura das citocinas tem evoluido constantemente devido a redundancia
de funcdo dessas proteinas e a capacidade de leucocitos e células do parénquima tecidual
em produzi-las, tornando suas definicbes imprecisas. Recentemente o termo IL
(interleucina) associado a um nimero tem sido atribuido para classificar as citocinas com
base na homologia de sequéncia e semelhanca de seus receptores, bem como suas
propriedades funcionais (HOLDSWORTH; GAN, 2015; AKDIS et al.,, 2016). No
entanto, a nomenclatura de algumas citocinas persiste como TNF, interferons (IFN),
fatores de crescimento transformador (TGF), entre outros (HOLDSWORTH; GAN,
2015).

1.5. Macrofagos e linhagem celular THP-1

Os mondcitos e macréfagos desempenham um papel fundamental durante as
respostas imunes, orquestrando diferentes processos fisiologicos e patoldgicos
(GORDON; PLUDDEMANN; MARTINEZ, 2014). Ao receber um estimulo local, 0s
mondcitos circulantes na corrente sanguinea migram para o local de infeccdo ou
inflamacdo, onde diferenciam-se em macrofagos (HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019) e
passam a desempenhar func@es especificas, tais como: fagocitose de antigenos estranhos
ao organismo e a apresentacdo destes a outras células, acdo microbicida e alta capacidade
biossintética de citocinas, fatores de crescimento, de coagulacdo e prostaglandinas,
produzindo, portanto, mediadores que interferem na resposta imune (GEISSMANN et
al., 2010; NIKITA et al., 2018). Por essas razdes, 0os macrofagos sao alvos interessantes
para a pesquisa basica e clinica. No entanto, essas células ndo apresentam expansao ex
vivo adequada o que limita sua quantidade para estudos funcionais (LORKOWISK et al.,
2001).

Desse modo, a linhagem celular monocitica humana de leucemia (THP-1) tem
sido amplamente utilizada para estudos com mondcitos e macrofagos. Isso é possivel,

porque essas células podem ser diferenciadas PMA, adquirindo assim caracteristicas
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fenotipicas e funcionais de macrofagos humanos primarios (FENG et al., 2004; PARK et
al., 2007), permitindo seu estudo no estagio normal e ativado. Além disso, THP-1 tem
sido utilizada para avaliar o efeito da resposta inflamatéria mediada por LPS, pois,
embora essa linhagem seja imortalizada, a assinatura de sua expressdo génica apds
estimulacdo por LPS é muito semelhante aos dos macrofagos humanos primarios
(SHARIF et al., 2007). Logo, a linhagem THP-1 representa um modelo Gtil para
elucidacdo de respostas de macrofagos a estimulos inflamatorios além de facilitar os
estudos bioquimicos por constituirem uma populacdo homogénea (CHANPUT et al.,
2010).

1.6. Proteinas F-box e regulacéo da expressao de citocinas

Em 2013, MALLAMPAPALLI et al., demonstraram o papel de proteinas F-box
na regulacdo da expressao de citocinas (Figura 6). Verificaram que Fbxo3 e FbxI2
regulam a secrecéo de citocinas mediante a estabilizacéo de proteinas do fator associado
ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF). Estas sdo proteinas adaptadoras que
medeiam a transducdo de sinal proveniente de receptores TNFR e TLR de modo a
promover a ativacdo do NF-kB, ativando rapidamente a expressdo génica (RICKERT, R;
JELLUSOVA, J; MILETIC, 2011). Porém, a auséncia de controle da liberacdo de
citocinas mediadas por TRAF pode causar choque anafilatico, graves edemas e faléncia
multipla de érgdos (LONDON et al., 2010).

Constataram em uma linhagem de pulmédo de camundongo que seis proteinas
TRAF (TRAF 1-6) sdo substratos de FbxI2, a qual destina essas proteinas a degradacdo
proteassomal. Além disso, verificaram que o knockdown de FBXL2 em macrdfagos
(U937) resultou em um aumento de proteinas TRAF nessas células e, consequentemente,
um aumento na expressdo de citocinas apos exposicao ao LPS. Esses dados sugerem que
FbxI2 atua como um repressor do processo inflamatério por reduzir a secrecdo de
citocinas (MALLAMPAPALLLI et al., 2013).

Em contrapartida, observaram que Fbxo3 tem como alvo a ubiquitinacdo para
degradacdo de Fbxl2, sendo esse processo facilitado pela glicogénio sintase quinase 33
(GSK3p). Verificaram também que a superexpressio de FBXO3 em células U937
diminuiu os niveis de FbxI2 e aumentou os niveis de TRAF1-6. Desse modo, Fbxo3 atua
como um regulador positivo na producéo de citocinas pré-inflamatorias ao destinar Fbx12
para a degradacdo proteassomal (MALLAMPAPALLI et al., 2013).
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Figura 6. Regulacdo molecular de citocinas pro-inflamatérias mediada pelas proteinas
FbxI2 e Fbxo3. FbxI2 atua como regulador negativo da secrecdo de citocinas por destinar
proteinas TRAFs a degradacdo proteassomal. Em contrapartida, Fbxo3 destina FbxI2 a
degradacdo, aumentando assim a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias. Fonte:
MALLAMPALLI et al., 2013.

2. JUSTIFICATIVA

Embora tenha sido descrita a relacdo da proteina Fbxo7 atuando como regulador
negativo na via NF-kB em células U20S apos ativacdo por TNF-a, nao foi avaliado até
0 momento como essa proteina altera o perfil de citocinas reguladas por NF-kB. Como
0s macréfagos auxiliam o direcionamento da resposta imune padréo através de citocinas,
utilizamos para esse estudo a linhagem celular THP-1 knockdown para FBXO7 e
estimulada por LPS para avaliar a funcdo dessa proteina na producdo das citocinas neste
modelo celular. Assim, este projeto ira contribuir para o entendimento do papel da
proteina Fbxo7 na resposta imune ao LPS através da analise do perfil de citocinas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o papel da proteina Fbxo7 na producdo de citocinas em linhagem celular

THP-1 diferenciada apds estimulo por lipopolissacarideo.

Obijetivos Especificos

Verificar a expressdo da Fbxo7 por western blotting em células THP-1 ndo-
diferenciadas e diferenciadas por PMA (24, 48, 72h, 96h e 120h);

Realizar knockdown de FBXO7 por siRNA em THP-1 diferenciada;

Estimular com LPS células THP-1 diferenciadas knockdown de FBXO7;
Identificar e quantificar as citocinas expressas presentes no sobrenadante celular
através de Human Cytokine Array;

Quantificar por ELISA IL-1B diferencialmente expressa pelo knockdown de
FBXO7,

Avaliar por RT-qPCR a expressdo dos genes IL-/4, 1L-8, FBXO7 e NF-kB em
ceélulas THP-1 knockdown de FBXO7 estimuladas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo e cultivo de THP-1

A linhagem celular de leucemia monocitica humana (THP-1, ATCC:TIB-202)
utilizada foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Dario Simfes Zamboni da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP), sendo cultivada
em meio RPMI 1640 com glutamina (Gibco), 10% de SFB (Gibco) e 1%
penicilina/streptomicina (100 ug/mL, Invitrogen) em atmosfera umidificada, a 37°C e 5%
de CO,, com troca de meio a cada dois dias. Todos os ensaios foram realizados a partir

de confluéncia celular de 80%.

4.1.2 Diferenciacéo de THP-1

Para a diferenciacdo em macrdfafos, as células THP-1 foram incubadas com 10
ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) diluido em meio RPMI
(Gibco), em placas de seis pogos (Kasvi) a uma concentracdo de 5x10° células/poco ou
em placas de 100 mm (Corning) com 3x10° de células, durante 48h, tempo necessario
para que a THP-1 adquira completamente o fenotipo e funcionalidade de macréfago
(PARK et al., 2007; LUND et al., 2016). Apds a diferenciagdo, o meio contendo PMA
foi substituido por um meio RPMI completo e as células utilizadas em seguida.

4.2. Avaliacao da diferenciacéo celular e do perfil de expressdo da Fbxo7 endogena
por Western Blotting

A fim de avaliar o perfil de expressao da proteina Fbxo7 na linhagem celular THP-
1 sob inducéo da sua diferenciacdo por PMA, as células foram plaqueadas em placas de
seis pogos, a 5x10° células/poco, e expostas ao composto durante 24h, 48h, 72h, 96h e
120h. Como controle negativo, foram plaqueadas células nao-diferenciadas na mesma
concentracdo. A diferenciacdo celular foi monitorada e registrada através do
CytoSMART™ (Lonza), cedido gentilmente pela Prof?. Dr? Heloisa Sobreiro Selistre de
Araujo, Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, UFSCar. As imagens foram

registradas a cada uma hora ininterruptamente por cinco dias.

4.2.1. Lise Celular
Para extracdo das proteinas, as celulas diferenciadas foram lavadas com tampé&o

fosfato-salino (PBS) gelado e lisadas na prépria placa com tampédo de lise RIPA —
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Modified radioimmumunoprecipitation assay buffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM
NaCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sodio, 0,1% SDS) com adic¢do de inibidores de
proteases (Sigma FAST) e fosfatases (Fluoreto de s6dio 5 mM e Ortovanadato de sodio
2 mM). Ja as células ndo-diferenciadas (em suspensao) foram centrifugadas e o pellet
lavado com PBS, o qual foi centrifugado novamente e, posteriormente, lisado com
tampédo RIPA. Os lisados foram entéo coletados e mantidos por 30 minutos em gelo, e
posteriormente, centrifugados a 14.000 x g. Os sobrenadantes contendo as proteinas
foram recuperados e quantificados pelo reagente de Bradford (B1916, Sigma-Aldrich).
Para isso, os extratos celulares clarificados foram diluidos em tampao de lise e adicionado
0 reagente de Bradford em placa de 96 pocos para rea¢do por 10 minutos protegida da
luz. Em seguida, foi feita a leitura da placa pelo espectrofotometro Multiskan FC
Microplate Photometer (ThermoScientific) a 595 nm, utilizando-se uma curva de

calibracdo de albumina bovina sérica (BSA) nas concentracdes de 0,0625 a 0,5 mg/mL.

4.2.2. Western Blotting

O input (extrato total), 40 pg, foi resolvido em SDS-PAGE 10% (1mm). Apos a
separacdo eletroforética, o conteddo proteico foi transferido para membranas de
nitrocelulose (Bio-Rad) em sistema submerso no tampé&o de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20% e SDS diluido a 10%) utilizando a voltagem de 150V por
1h30m. Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com reagente Ponceau a fim
de avaliar o contetdo proteico, bem como a eficiéncia da transferéncia. Apds a remocéo
do corante por tamp&o TTBS (1M Tris-HCI pH 7,2; 5M NaCl e 0,1% de Tween 20) as
membranas foram blogqueadas em solugéo de bloqueio (5% de leite ou BSA em TTBS) e
em seguida incubadas overnight com os anticorpos primarios anti-Fbxo7 (AB154098,
ABCAM, dilui¢do 1:1000) ou anti-GAPDH (G8795, Sigma, diluicdo 1:10000) a 4°C sob
leve agitagdo. Novamente as membranas foram lavadas com TTBS e depois incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente com os anticorpos secundarios anti-1gG de coelho ou
mouse conjugados a peroxidase. As membranas foram entdo reveladas em ChemiDoc
Imaging System (Bio-Rad) utilizando o kit Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology). Por fim, a intensidade das bandas foi quantificada através do software
Image J (W. Rasband, NIH, EUA).
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4.3. Avaliacao do perfil de citocinas

4.3.1. Transfeccao de siRNA para o gene FBXO7 em THP-1

As células THP-1 sdo consideradas dificeis de transfectar pelos métodos
convencionais de reagentes de transfeccdo. Foi descrita transfeccao viral nessas células
(LEE et al., 2004) e transfeccdo ndo-viral, tendo esta Gltima resultado em perda de
viabilidade e funcionalidade celular (MARTINET et al., 2004). A nucleofecgdo com
protocolo adaptado € a técnica descrita mais adequada para transfeccdo de THP-1 ate o
momento (SCHONOOR et al.,2009). No entanto, otimizamos um protocolo de
transfeccdo utilizando o reagente lipofectamina 2000 (Invitrogen) e small interfering
RNA (siRNA) para FBXO7, a partir do qual obtivemos resultados satisfatdrios.

Para este ensaio, 3x10° de THP-1 foram diferenciadas por 48h com PMA em
placas de 100 mm. Para realizar o knockdown de FBXO?7, as células foram transfectadas
com duplexes siRNA siFbx7-443 (Sigma-Aldrich) e lipofectamina. Como controle
negativo, foi utilizado um siRNA com sequéncia aleatoria de nucleotideos (SIC001,
Sigma-Aldrich), portanto, sem especificidade a qualquer mRNA e incapaz de realizar o
silenciamento génico. As sequéncias dos siRNAs utilizados estdo descritas na tabela a

sequir (Tabela 1):

Tabela 1. Sequéncias e nomenclaturas dos siRNAs controle e para o knockdown de
FBXO7.

Especificidade ao
MRNA Sequéncia (5’-3”) Nomenclatura

Universal Negative

Ausente Néao fornecida Control #1.

EBXO7 F: CUGAGUCAAUUCAAGAUAA SiIEbX7-443

R: UUAUCUUGAAUUGACUCAG

Foram utilizados 2,5 pg de cada siRNA (100 uM), o qual foi diluido em meio
opti-MEN (ThermoScientific), recebendo, posteriormente, a adicdo de lipofectamina a
uma relacdo de 3 pL lipofectamina: 1 pg de siRNA. A solucdo foi agitada suavemente e
mantida por 5 minutos em temperatura ambiente. O conteldo de cada reacdo foi
adicionado em suas respectivas placas contendo células ja diferenciadas. Decorrido

quatro horas de transfeccéo, foi realizada a troca de meio de cultivo, por meio RPMI 1640
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com glutamina (Gibco) contendo 10% de SFB (Gibco) e 1% penicilina/streptomicina
(100 pg/ml).

4.3.2. Estimulo com LPS

Decorridas as 48h da transfeccao, as células dos grupos controle negativo e tratado
foram estimuladas por 1 pg/mL de LPS de E.coli (K12, InvivoGen) durante 16h, para
ativacdo da via do NF-kB, seguindo as instrugdes do fabricante do kit utilizado para
identificacdo e quantificacdo das citocinas expressas. Posteriormente, 0s sobrenadantes
celulares foram recolhidos e centrifugados a 150 x g por 5 minutos para exclusdo de
detritos celulares. As aliquotas foram armazenadas a -20°C para descongelamento nico

e USO para 0s seguintes ensaios.

4.3.3. Western Blotting

Posterior a coleta dos sobrenadantes, as células foram lisadas como descrito
anteriormente para verificagdo do knockdown de FBXO7 por western blotting, sendo o
input (40 pg) resolvido por SDS-PAGE 10% (1 mm) e avaliado por western blotting,
utilizando anticorpo anti-Fbxo7 (AB154098, ABCAM, diluicdo 1:1000). Foi utilizado
como normalizador anti-Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (anti-GAPDH, G8795,
Sigma, diluigdo 1:10000). A intensidade das bandas foi quantificada através do software
Image J (W. Rasband, NIH, EUA).

4.3.4. Human Cytokine Array

Apos a validacdo da reducdo da expressdo de FBXO7 pelo siRNA-FBXO7
utilizado, o perfil de citocinas nos sobrenadantes das amostras controle e knockdown de
FBXO7 foi determinado utilizando o kit Proteome Profiler™ Array — Human Cytokine
Array Panel A (ARY005, R&D Systems). Esse kit € uma ferramenta sensivel e rapida que
permite a deteccdo concomitante de 36 citocinas humanas presentes em uma Unica
amostra, seja ela soro, lisados celulares, plasma ou sobrenadante. Essa amostra € entdo
misturada com um coquetel de anticorpos de detecgéo e aplicada nas membranas de
nitrocelulose contendo anticorpos de captura de citocinas. Posteriormente, essas
membranas sdo expostas a estreptavidina-HRP e reveladas em um fotodocumentador,
sendo a intensidade de luz produzida em cada spot diretamente proporcional a quantidade

de citocinas ligadas (Figura 7). Os ensaios foram realizados em duas membranas para
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cada grupo (controle ou siRNA-FBXOT7), sendo que cada membrana possuia dois spots

de cada uma das 36 citocinas, totalizando quatro spots por citocina em cada tratamento.
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Figura 7. Esquema do mecanismo geral do Human Cytokine Array. As membranas foram
lavadas com solugdo tamponante e incubadas com o sobrenadante celular e anticorpos de
deteccdo. Apods a incubacdo e lavagens, as citocinas foram expostas a streptavidina-HRP

e reveladas em fotodocumentador.

Todas as etapas para realizacdo deste ensaio, sucederam-se de acordo com as
especificacbes do fabricante. A identificacdo das citocinas foi feita manualmente através
da sobreposicdo de um molde transparente da matriz fornecido pelo kit com as respectivas
coordenadas para a identificacdo do analito.

Os spots foram quantificados com auxilio do Dr. André Luiz Brand&do Bitencourt
(FMRP/USP), através do software Image J (W. Rasband, NIH, EUA), mediante a
instalacdo de um plug-in para Microarray Profile. Os valores obtidos foram transportados
para o Microsoft Excel, no qual foi determinado o sinal médio da quadruplicata de cada

citocina. Desse valor foi subtraida a média do background.

4.4. Estimulo com TNF-a

As células foram diferenciadas em placas de 6 pocos e transfectadas com siRNA-
FBXO7 ou siRNA controle, como descrito anteriormente. Um grupo foi exposto a 1
pg/mL de LPS, outro por 10 ng/mL de TNF-a, ambos por 16h, e por fim, um grupo que
ndo recebeu estimulo algum, sendo este o controle negativo. Posteriormente, 0s

sobrenadantes foram recolhidos, centrifugados e armazenados a -20°C até o momento da
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quantificacdo de IL-1B por ELISA (Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica). As células
foram lisadas para obtencéo do extrato proteico para validacédo do knockdown de FBXO7
através de western blotting.

4.5. Quantificacdo de IL-1p por ELISA

A quantificacdo de IL-1p presente no sobrenadante celular de cada tratamento foi
realizada utilizando o Kit ELISA IL-1p (4212108, ThermoScientific), seguindo as
instrugdes do fabricante em amostras ndo diluidas. Estas tiveram suas absorbancias
detectadas em leitor de placa (Asys UVM 340) com comprimento de onda de 450

nm. Foram realizadas triplicatas bioldgicas e técnicas para cada amostra.

4.6. Analise da expressao génica por RT-gPCR

Este ensaio seguiu em todas as etapas de execucdo as diretrizes de MIQE
Guidelines (Minimum Information for publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments), as quais fornecem instrucGes para uma correta execucdo e interpretacao
dos resultados da RT-qPCR, essenciais para a validacdo desses experimentos (BUSTIN
et al., 2009).

4.6.1. Extracdo de RNA

As células THP-1 foram plaqueadas em placas de 6 pogos, contendo 6x10°
células/poco e diferenciadas com PMA por 48h. Posteriormente foi realizada a
transfeccdo com siRNA-FBXO7 ou siRNA controle e feita a estimulagdo com LPS por
16h. Apos esse periodo, as células foram lavadas com solucdo tampao salina gelada para
dar inicio a extracdo de RNA.

A extracdo do RNA total das amostras foi feita a partir do Kit SV Total RNA
isolation System (Promega), de acordo com as especificacfes do fabricante. Ao final do
processo foram obtidos 50 uL de RNA diluido em &gua livre de nuclease e tratado com
DNase I. A concentracdo de material genético foi determinada por fluorometria atraves
do método QUBIT RNA IQ Assay (Invitrogen), ja o grau de pureza foi avaliado por
espectrofotometria a partir do NanoVue (GE), ambos utilizando 1 puL de amostra de RNA.
Para a sintese de cDNA, foram utilizadas as amostras com a razdo A260/A280 entre 1,9
a 2,1 e A260/A230 entre 1,5 a 1,8, a fim de evitar o uso de amostras contaminadas por

proteinas, fenol e sais. A integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em
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gel de agarose a 1% mediante a visualizacdo das bandas ribossomais 18S e 28S.

Posteriormente, as amostras foram estocadas em freezer a -80°C até o momento de uso.

4.6.2. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (ThermoScientific) a partir de 100 ng de RNA total. Este Kit utiliza primers aleatorios
para iniciar a sintese de cDNA de forma eficiente para todo tipo de molécula de RNA
presente na amostra, incluindo o mRNA em questdo. O kit emprega a transcriptase reversa
MultiScribe™, além de tampdo, agua livre de nuclease e mix de ANTP. Cada reacgéo foi
feita seguindo a propor¢do informada pelo kit, utilizando 10 uL de RNA da respectiva
amostra, adicionada a 10 uL do RT master mix. A sintese foi realizada no termociclador
Biometra T-One por 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C. Ao final

do processo, 0 cDNA foi armazenado a -20°C.

4.6.3. PCR em tempo real (QPCR)

4.6.3.1. Genes de referéncia

Para o controle de variagdes inespecificas entre as amostras, tais como erros de
pipetagem, quantidade ou integridade de RNA, foram utilizados genes de referéncias,
também chamados de constitutivos. Esses genes apresentam expressdo constante que ndo
variam com o tratamento aplicado e condicdo fisioldgica, permitindo, portanto, a
normalizacéo da expressao dos genes alvos e a confiabilidade de RT-gPCR.

Para esse ensaio foram utilizados os genes de referéncia: ACTB, GAPDH e
RPL37A (Proteina Ribossdmica 60S L37a). As sequéncias desses genes estdo descritas

na tabela a seguir (Tabela 2):
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Tabela 2 - Nome e sequéncias dos primers dos genes normalizadores utilizados para RT-
gPCR.

Abreviacéo do
Nome do Gene Gene Sequéncia (5'-3")

) F: ATTGAAATCAGCCAGCACGC
Beta-actina ACTB
R: AGGAACCACAGTGCCAGATCC
Proteina Ribossdmica 60S RPL37A F: ATTGCCGACAGGATGCAGAA
L37a R: GCTGATCCACATCTGCTGGAA
Gliceraldeido-3-fosfato GAPDH F: CAACAGCGACACCCACTCCT
desidrogenase R: CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA

4.6.3.2. Padronizacao da concentracgdo dos primers

Além do gene de interesse IL-1/, outros genes tiveram sua expresséao avaliada. IL-
8 (Interleucina 8) foi utilizado como parametro, visto que de acordo com os resultados do
array de citocinas, o knockdown do gene FBXO7 nédo causou alteragdo em nivel proteico
desta citocina. Foi avaliado também o NF-kB para verificacdo de aumento ou diminuicéo
da ativacdo dessa via, e por fim, o gene FBXO7, para validacdo do knockdown. As
sequéncias dos primers utilizados para esse ensaio estdo descritas na tabela a seguir
(Tabela 3):

Tabela 3- Nome e sequéncia dos primers utilizados para RT-gPCR

Abreviacdo do

Nome do Gene Gene Sequéncia (5'-3")
F: AACCTATCTTCTTCGACACATGGGATA
R: CAAGGCCACAGGTATTTTGTCATTACT
F: AGCACTCCTTGGCAAAACTG
R: CGGAAGGAACCATCTCACTG
Fator nuclear NF-kp F: TGAGTCCTGCTCCTTCCA

kappa 3 R: GCTTCGGTGTAGCCCATT
R: CGCTGGAATGTCATCTTGAAGA
F: AGTCCCTGCTGTGCACCTG

Interleucina 1 beta IL-1p

Interleucina 8 IL-8

F-box Protein 7 FBXO7

Para otimizacao do ensaio do gPCR, foram realizados testes com todos os primers
nas concentragdes de 100 nM e 200 nM, sendo 100 nM escolhida por ser a concentragao

méaxima utilizada que nao gerou dimeros de primers.
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4.6.3.3. Procedimento da qPCR

As reacOes de qPCR foram realizadas utilizando o sistema SYGreen mix (PCR
Biosystems) em placas de 96 pogos préprias para o procedimento. Cada reacdo ocorreu
com 3 pL de cDNA (3 ng), 0,5 uL de cada primer (100 nM), 5 uL. do gPCR master mix o
qual contém dNTPs, tampao, DNA polimerase e 0 agente fluoroforo intercalante de DNA
e por fim, 1 pL de ddH2O, totalizando o volume de 10 pL por pogo para cada reacéo.
Cada amostra foi realizada em triplicata bioldgica e técnica. Foram realizados também
controles negativos para cada gene, a fim de verificar presenca de contaminacgéo. Para
todos 0s genes, as reagbes ocorreram no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
Systems (ThermoScientific) nos seguintes parametros de ciclagem: desnaturacéo inicial
a 95°C por 3 minutos, 40 ciclos a 95°C durante 10 segundos e 60°C por 30 segundos, e
extensdo final a 72°C por 30 segundos. Para verificacdo da especificidade das reacdes e
da formacdo de dimeros de primers ou outras ligacbes inespecificas, todas as
amplificagdes foram finalizadas com a curva de melting, elevando a temperatura
gradualmente de 55°C a 95°C.

A eficiéncia de cada reacdo, bem como seus valores de Cq (quantification cycle),
foram determinados através do software Real-Time PCR Miner (ZHAO; FERNALD,
2005) o qual fornece um metodo preciso e conveniente ao abordar os pardmetros
importantes para este tipo de analise, de modo a eliminar a necessidade de estimativas
e/ou julgamentos qualitativos presentes em outros métodos. Para normalizacdo dos dados,

foi realizada a média aritmética das eficiéncias de amplificacdo de cada par de primers.

4.7. Andlise dos Dados

As analises estatisticas e os graficos foram gerados no software Prism
(GraphPad). Os dados obtidos foram submetidos ao Teste t de Student ndo-pareado ou
teste de Friedman e de multipla comparacdo de Dunn, sendo a significancia estatistica
aceita em valores de p <0,05. Os asteriscos indicam o valor de p: *: p <0,05; **: p <0,01
e ***: p<0,0l.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Diferenciagdo celular de THP-1 e expressdo da proteina Fbxo7 nas células
diferenciadas

A fim de avaliarmos a diferenciacao celular de THP-1 e o perfil da expressdo da
proteina Fbxo7 nessas células, estas foram diferenciadas com PMA por cinco dias
consecutivos. Para avaliarmos a aquisi¢cdo de um fendtipo semelhante a de macroéfago,
realizamos o0 monitoramento da diferenciacao celular pelo CytoSMART. Verificamos que
durante a estimulacdo as células se tornaram aderentes, adquiriram um aumento
citoplasmatico e tiveram sua morfologia alterada para a forma amebdide (Figura 8). Este
é um dos critérios aceitos para indicar a diferenciacdo celular por PMA. Essa modificacdo
é causada porque o tratamento com PMA induz a aderéncia e 0 aumento na expressdo de
marcadores de superficie celular associados a diferenciacdo de macréfagos, tais como
CD11b, CD14 e CD36 (SHWENDE et al, 1996; ZHOU et al., 2010).

Figura 8. Avaliacdo da morfologia de THP-1 sob tratamento com PMA. O grupo THP-1
corresponde as células nao tratadas. Em THP-1+PMA, o tempo 0 corresponde as células
ndo expostas ao PMA e os tempos 1, 2, 3, 4 e 5 aos dias de exposicdo das células ao
tratamento. As células foram visualizadas pelo Cytosmart e as fotografias registradas com

objetiva de 10x.

Com a validacédo do protocolo de diferenciagdo por microscopia, realizamos este
mesmo protocolo lisando as células apds cada tempo de tratamento. Os extratos celulares

foram submetidos a SDS-PAGE e western blotting, onde observamos que o contetdo
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proteico de Fbxo7 foi semelhante entre os diferentes tempos de tratamento (Figura 9),
ndo havendo, portanto, relagdo direta entre o tempo de diferenciacdo e contetdo de
Fbxo7. Estes resultados sugerem duas possibilidades; que a proteina Fbxo7 ndo participa
diretamente do processo de diferenciacdo celular por PMA neste tipo celular ou as vias
intracelulares ativadas por este tratamento ndo modulam o contetido de Fbxo7 nas células
THP-1. Considerando que o periodo de 48h de exposi¢do de THP-1 ao PMA é comumente
utilizado para que os mondcitos adquiram o fendtipo e funcionalidade semelhantes a de
macrofagos humanos primarios (PARK et al., 2007; LUND et al., 2016), prosseguimos

com esse periodo de diferenciacdo para 0s ensaios posteriores.
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Figura 9. Conteudo de Fbxo7 em células THP-1 tratadas com PMA. O tempo 0
corresponde as células ndo tratadas pelo agente de diferenciacdo. Essas células foram
lisadas e tiveram seu extrato total resolvido por SDS-PAGE e avaliado por western
blotting. A razdo entre a densitometria das bandas reveladas com anti-Fbxo7 e anti-
GAPDH foram realizadas por ImageJ e os dados foram plotados utilizando GraphPrism.
Este ensaio foi realizado em duplicata bioldgica. Foram aplicados os testes de Friedman
e de multipla comparag@o de Dunn, com valor de p significativo se p < 0,05.
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5.2. Silenciamento do gene FBXO7 por siRNA

O silenciamento de um gene-alvo permite a obtencdo de informac6es acerca da
funcdo que a proteina codificada por ele exerce na célula (MORRIS et al., 2004). O
knockdown por siRNA ¢ transiente e ndo apresenta completa eficiéncia, porém o
suficiente para que possamos observar as consequéncias da reducao da expressao de um
determinado gene enquanto as células transfectadas sobrevivem ao tratamento (ABEL;
REDERSTORFF, 2015). Para entender o papel do gene FBXO7 nas células THP-1,
otimizamos um protocolo de transfeccdo de siRNA em células diferenciadas a fim de
reduzir os niveis proteicos de Fbxo7. A analise por western blotting dos extratos celulares
obtidos ap6s o silenciamento em comparacdo ao controle negativo demonstrou um
knockdown de aproximadamente 60% da proteina Fbxo7 (Figura 10), demostrando a
eficiéncia do siRNA-FBXO7 utilizado e tornando possivel a investigacao do papel dessa
proteina no perfil de citocinas expressas por THP-1 diferenciadas.
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Figura 10. Knockdown de FBXO7 por siRNA. Células THP-1 diferenciadas por 48h
foram transfectadas com siRNA controle ou sSiRNA-FBXO7 para o knockdown de FBXO7
e estimuladas posteriormente por LPS. Apo6s a lise celular, o extrato proteico total foi
resolvido por SDS-PAGE e avaliado por western blotting com os anticorpos indicados.
Foi realizada a densitometria das bandas através do ImageJ e os graficos gerados em
GraphPrism através da razdo densitométrica das bandas de Fbxo7 pelo normalizador
GAPDH. Foi aplicado o teste estatistico teste t ndo-pareado e paramétrico, com n=3 para
cada tratamento. Os asteriscos indicam o valor de p: *p<0,01, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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A transfeccédo de celulas diferenciadas por reagentes lipossomais demonstra uma
baixa eficiéncia, como observamos ao transfectar estas células com plasmideo pEGFP-
N1 expressando a proteina GFP (Green Fluorescent Protein), dados ndo mostrados.
Porém, mesmo com uma baixa eficiéncia de transfec¢édo ainda foi possivel obter um nivel
aceitavel de knockdown de FBXO7 para posteriores analises de sua funcéo no perfil de

expressdo de citocinas nas células THP-1 diferenciadas e estimuladas.

5.3. Perfil de citocinas produzidas por THP-1 diferenciadas e estimuladas por LPS
em células knockdown de FBXO7

Os mondcitos e macrofagos, componentes do sistema imunoldgico inato, estdo
relacionados em processos inflamatorios e apresentam a capacidade de sintetizar e
secretar citocinas. Células THP-1 tem sido utilizadas como modelo para avaliar a
capacidade de resposta inflamatdria mediada por LPS, a qual pode ser obtida medindo a
presenca das citocinas presentes no sobrenadante celular apés o estimulo (CHANPUT et
al., 2010).

Apbs as revelacdes das membranas do kit utilizado, observamos a expressao de
15 citocinas (Figura 11) e (Tabela 4) em ambos tratamentos, com apenas quatro delas
(CCL1, CCL3, IL-1B e IL-10) com expressdo alterada pelo knockdown de FBXO7
(Figura 11) (destacadas em quadros vermelho, amarelo, verde e azul, respectivamente).
Os resultados demonstraram que o knockdown de FBXO7 reduziu significativamente a
indugdo de expressdo de CCL1, CCL3, IL-1pB, e IL-10 sob estimulo com LPS (Figura
12). CCL3 foi a citocina mais expressa, seguida por CCL1, IL-1p e por fim IL-10.
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Figura 11. Citocinas diferencialmente expressas em células THP-1 knockdown de
FBXO7 estimulada com LPS. CCL1, CCL3, IL-1p e IL-10 tiveram sua expressao

reduzida com o knockdown de FBXO7. Apds a aplicacdo do sobrenadante celular do

grupo controle e knockdown em suas respectivas membranas e sua revelacdo em

fotodocumentador, os analitos foram identificados através das coordenadas disponiveis

no proprio array e quantificados através do ImageJ, utilizando um plug-in para

Microarray Profile. Os valores dos spots foram transportados para o Excel, onde foi

determinado o sinal médio da quadruplicata de cada citocina e subtraido o valor da média

do background.
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Tabela 4: Citocinas expressas por THP-1 diferenciadas ap6s estimulo com LPS.

Nomenclatura Usual Qutros Nomes

TNF-a Fator de necrose tumoral TNFSF2
. o IL-1B Interleucina 1 IL1F2
S -6 Interleucina 6 Interferon (2
MIF Fator de imbig3o da migracio de macrofagos GIF
II-10 Interleucina 10 CSIF
Anti-inflamatori . . .
O 11 1ra Antagonista do receptor de interleucina-1 ILIEN
Molécula de adesio |[ICAM-1 Molécula de ades3o infracehilar-1 CD354
CccCL1 CccL3
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Figura 12. Citocinas alteradas pelo knockdown de FBXO7 apds estimulo por LPS.
Analise densitométrica dos spots das citocinas diferencialmente produzidas em THP-1
estimuladas com LPS (CCL1, CCL3, IL-1p e IL-10) obtidas de sobrenadantes de células
transfectadas com siRNA controle ou siRNA-FBXO7 e submetidas ao Human Cytokine
Array. Os gréficos e as andlises estatisticas foram realizados em GraphPrism. O teste
estatistico utilizado foi teste t ndo-pareado e paramétrico, com n=4. Os asteriscos dos
graficos estdo relacionados aos valores de p value como segue: *p<0,01, **p<0,001 e
***n<0,0001.
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As quimiocinas sdo uma familia de pequenas citocinas que exercem um papel
fundamental na imunidade e inflamacdo devido a sua propriedade de quimiotaxia
(GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014). Algumas tem acdo pro-inflamatoria e sdo
liberadas durante a resposta imune no local de infeccdo de modo a recrutar subtipos
definidos de leucdcitos, além de coordenar a interacdo das células do sistema imune,
promovendo a interacdo entre o sistema imune inato e adaptativo (SOKOL; LUSTER,
2015). Outras, porém, séo consideradas homeostaticas e estdo relacionadas no controle
da migracao celular durante o processo de desenvolvimento ou manutencao dos tecidos
(RAZ; MAHABALESHWAR, 2009). Além disso, essas proteinas contribuem também
para outros processos como 0 crescimento tumoral e metéstase, hematopoiese e
organogénese (MOSER et al. 2004; ZLOTNIK; BURKHARDT; HOMEY, 2011;
MORTIER; VAN DAMME; PROOST, 2012; LAU et al., 2014). Dependendo da posicao
dos dois residuos conservados de cisteina do N-terminal, as quimiocinas podem ser
subclassificadas em 4 subfamilias: XC, CC, CXC e CX3C (SOKOL; LUSTER, 2015).

CCL1 é uma quimiocina com dupla funcdo, apresentando tanto a acdo pro-
inflamatéria quanto homeostatica (LE et al., 2004). E secretada por células endoteliais,
linfécitos T, mondcitos e macrdéfagos ativados e ao se ligar ao seu receptor CCRS,
promove o influxo de célcio, induz apoptose e quimiotaxia (TIFFANY et al., 1997;
HUGHES; NIBBS, 2018). No local de inflamacéo é responsavel por recrutar monocitos
e macrofagos, células Th2 e T reguladoras (ZINGONI et al., 1998). Essa quimiocina esta
relacionada a carcinomas hepatocelulares (WIELDEMANN et al., 2019), de mama (XU
et al., 2017), renal (ERUSLANOQV et al., 2013) e de bexiga (CAO et al., 2016). Além
disso, no cancer, CCL1 apresenta atividade antiapoptética (RUCKES et al., 2001) e
promove a quimioresisténcia as drogas administradas (SPINETT]I et al., 2003).

CCL3, conhecida também como proteina inflamatoria de macréfago-1a (MIP-1a),
é uma quimiocina pré-inflamatéria (LE et al., 2004) responsavel pelo recrutamento de
celulas dendriticas, NK, T, neutrofilos, mondcitos e macrofagos para o local de
inflamacdo (MENTEN; WUYTS; VAN DAMME, 2002), além de garantir o
funcionamento adequado das células T CD8 * (CASTELLINO et al., 2006) ao se ligar
aos seus receptores CCR1 e CCR5 (COMBADIERE et al., 1996). O aumento no nimero
de células imunes recrutadas por CCL3 torna essa quimiocina um fator potencial para a
imunoterapia contra o cancer (SCHALLER et al., 2017). No entanto ela também
apresenta efeitos pro-cancer por aumentar a proliferacdo das células cancerosas (LUO et

al., 2020). Essa quimiocina é expressa em mieloma multiplo (ABE et al., 2002) e em
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leucemia mieloide aguda e cronica (BABA et al., 2013; WANG et al., 2020), induz a
destruicdo dssea (CHOI et al., 2001), além de facilitar a metastase em tumores nos
pulmdes e cérebro (FARMAKI et al., 2016). Assim como CCL1, também promove nas
células tumorais a resisténcia aos medicamentos (CHEN et al., 2019).

IL-10 desempenha papéis fundamentais na regulacéo da resposta imune durante a
inflamacédo e infeccdo, protegendo ou contribuindo para doengas autoimunes e cancer
(OUYANG; O’GARRA, 2019; WANG et al., 2019). E produzida por células do sistema
imune inato e adaptativo, tais como: mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
eosinofilos, células NK, linfocitos T CD8 ¥, CD4" e linfocitos B (OUYANG et al., 2011),
e exerce funcdo anti-inflamatdria para diminuir o dano tecidual causado por respostas
efetoras inflamatdrias descontroladas (RUTZ; OUYANG, 2011; ENGELHARDT;
GRIMBACHER, 2014). Seus alvos principais sdo as células apresentadoras de antigenos,
principalmente mondcitos e macréfagos, para interferir na apresentacao de antigenos pela
reducdo da expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)-I1. Além
disso, é responsavel por inibir a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias por essas células,
tais como TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IL-8 (de WALL-MALEFYT et al., 1991). No entanto,
sua producdo desregulada esta relacionada a doencas inflamatorias e infec¢des cronicas
(KUHN et al., 1993; OLDSTONE, 2015).

IL-1B é uma potente citocina pro-inflamatoria produzida por mondcitos, células
dendriticas e, majoritariamente, por macrofagos (GARLANDA, DINARELLO,
MANTOVANI, 2013). Exerce fungbes importantes na imunidade inata e adaptativa,
sendo responsavel pelo influxo e ativacdo de células mieloides como os neutréfilos no
local de inflamacdo, ativacdo de linfécitos T e B e producdo de citocinas e anticorpos,
respectivamente, inducdo da sintese de prostaglandinas, entre outras funcbes
(TOMINAGA et al., 2001; FERREO-MILIANI et al., 2006). No entanto, esta relacionada
a diversas patologias como artrite reumatoide, esclerose mdaltipla, asma, lupus
eritematoso, Alzheimer, infarto do miocérdio, canceres, entre outras (AKDIS et al.,
2016).

Devido as suas propriedades, muitas citocinas, bem como seus receptores e
antagonistas, tem sido alvos terapéuticos em diversos estudos clinicos (AKDIS et al.,
2016). Diferentes estratégias tem sido utilizadas a fim de se obter resultados terapéuticos
mediante a manipulagdo dessas proteinas, onde a maioria envolve a utilizagdo de
anticorpos monoclonais visando a imunoneutralizagdo das citocinas, uso de inibidores

competitivos, uso de determinadas drogas ou citocinas que atenuam o efeito de outras
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citocinas, além da terapia genética (HOLDSWORTH; GAN, 2015). De acordo com
nossos resultados, verificamos que o knockdown de FBXO7 com posterior estimulo de
LPS causou uma reducdo na expressdo de CCL1, CCL3, IL-1p e IL-10 em THP-1,
sugerindo uma possivel regulacdo de Fbxo7 nessas citocinas.

Conforme avaliado no trabalho de Kuiken et al. em 2012, a proteina Fbxo7 atua
como um regulador negativo da via de sinalizacdo do NF-kB em células U20S. Tendo
ISSO em vista, era esperado que o knockdown de FBXO?7 resultasse em um aumento da
transcricdo dos genes regulados por NF-kB, e consequentemente, em um aumento na
secrecdo de citocinas pelas células THP-1 estimuladas. Ao contrario do esperado,
verificamos uma reducdo na expressao das citocinas. Possivelmente isso ocorreu por
utilizarmos uma linhagem celular diferente e/ou por realizarmos a ativacdo de NF-kB por
LPS.

Embora a ativacdo de NF-kB possa ocorrer por LPS ou TNF-a e essas vias venham
a convergir na ativacao de IKK e na translocacdo do NF-kB para o nucleo, os receptores
e as proteinas citoplasmaticas envolvidas em ambas as vias sdo diferentes. Além disso,
até o momento ndo foi descrito o papel da proteina Fbxo7 na ativacdo de NF-kB por LPS.
Assim, esses fatores podem ter contribuido para os resultados obtidos. Todavia, a reducéo
da expressdo das citocinas na ocorréncia do knockdown do FBXO7 sugere uma possivel
atuacdo da proteina Fbxo7 na regulacdo da expressao dessas citocinas.

Recentemente, foi demonstrado que a proteina PINK1 (quinase 1 induzida por
PTEN) é um substrato da Fbxo7 (LIU et al., 2020). Tendo em vista que PINK1 exerce
um papel anti-inflamatério no pulmédo (KIM et al., 2013), o efeito do gene FBXO7 foi
avaliado sobre a inflamacdo pulmonar (LIU et al., 2020). Nesse estudo, verificaram que
a superexpressao de Fbxo7 aumentou a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-
6, IL-1p e TNF-a no pulmdo de camundongos C57BL/6N infectados com P. aeruginosa
(bactéria gram-negativa). Além disso, verificaram que o knockdown de FBXO7 por
shRNA (Short hairpin RNA) atenuou a liberagéo dessas citocinas. O estudo sugeriu entéo
que Fbxo7 atuou como uma proteina pré-inflamatoria por regular negativamente o eixo
anti-inflamatério PINK1, o que faz desse gene um alvo em potencial para fins
terapéuticos (LIU et al., 2020).

Embora também verificamos a redugéo de IL-1p com o knockdown de FBXO7 em
linhagem celular THP-1 estimulada com LPS, os niveis de TNF-a e IL-6 permaneceram
inalterados (Figura 13), diferentemente do que foi observado em pulmdo de

camundongos C57BL/6N infectados, onde houve uma reducdo na secrecdo dessas
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citocinas. Isso sugere que o perfil de expressdo de citocinas reguladas por NF-kB e
possivelmente por Fbxo7, variam do tipo de linhagem celular utilizada, mesmo sob
ativacdo da via do NF-kB por LPS.
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Figura 13. Expressdo de TNF-a e IL-6 em THP-1 controle ou knockdown para FBXO7
estimulada com LPS. As citocinas foram quantificadas a partir do sobrenadante de células
THP-1 transfectadas com siRNA controle ou sSiRNA-FBXO7 e estimuladas com LPS. Os
valores obtidos foram transportados para o Excel, sendo os graficos e as andlises
estatisticas geradas em GraphPrism. Foi utilizado o teste estatistico teste t ndo-pareado e
paramétrico, com n=4, onde os asteriscos indicados estdo relacionados ao valor de p:
*p<0,01, **p<0,001 e ***p<0,0001.

Importante salientar que a resposta pro-inflamatéria de macrofagos THP-1
diferenciados por PMA varia dependendo do protocolo de diferenciagdo utilizado por
gerar macrofagos com diferentes estagios de diferenciacdo, comprometendo as
comparagOes diretas de estudos in vitro (LUND et al., 2016). Este estudo avaliou que
células THP-1 diferenciadas por 100 ng/mL de PMA apresentaram um aumento no nivel
da expressao de genes relacionados a inflamacao, bem como um aumento na secrecao de
citocinas como TNF-a e IL-8, quando comparado a utilizacdo de menores concentracdes
do composto. Além disso, verificaram que 0 uso de concentracfes mais altas de PMA
também resulta em células que respondem mais fortemente ao estimulo de LPS. Esses
dados sugerem que o uso de altas concentracdes de PMA induzem um fenotipo mais
ativado dos macrofagos e influenciam de forma significativa sua funcionalidade (LUND
et al., 2016). Outro estudo avaliou o uso de PMA para diferenciacdo em THP-1 nas

concentragdes de 10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL e 60 ng/mL e verificaram que o
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composto causou citotoxicidade e posterior morte celular em concentracfes superiores a
20 ng/mL (BIRIKEN; YAZIHAN; YILMAZ, 2018).

Como utilizamos a concentracdo de 10 ng/mL de PMA para a diferenciacdo de
THP-1 em todos ensaios realizados, a resposta inflamatdria observada ndo esta enviesada

pelos fatores observados nos estudos citados acima.

5.4. Ativacao da via NF-kB em células THP-1 estimuladas por TNF-a

Considerando que IL-1B é uma potente citocina pro-inflamatéria produzida
majoritariamente por macrofagos e estd envolvida em uma gama de patologias humanas
(GARLANDA, DINARELLO, MANTOVANI, 2013; AKDIS et al., 2016), escolhemos
essa citocina como alvo de estudo nos ensaios posteriores.

Para avaliarmos se a reducao da secrecédo de IL-1p ocasionada pelo knockdown de
FBXO7 em macréfagos THP-1 € inerente ao estimulo por LPS, realizamos também a
ativacdo de NF-kB por TNF-a. Para isso, as células THP-1 diferenciadas foram
transfectadas com siRNA controle ou sSiRNA-FBXO7 e estimuladas com LPS ou TNF-a.
Posteriormente, as células foram lisadas e o extrato celular submetido a SDS-PAGE e
avaliado por western blotting a fim de verificar a ocorréncia do knockdown de FBXO?7.
A andlise demonstrou um knockdown de aproximadamente 60% e que ndo houve
alteracdo nos niveis de Fbxo7 em ambos os grupos (Figura 14), semelhante aos
resultados obtidos anteriormente por western blotting. Esses resultados indicam que
ambos tratamentos nao afetam os niveis celulares da proteina Fbxo7. Com essa validagédo
foi possivel utilizar os sobrenadantes armazenados para a analise do contetdo de IL-1p

por ELISA para fins de comparagéo entre os tratamentos.
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Figura 14. Knockdown do gene FBXO7 por siRNA em THP-1 em células tratadas com
LPS ou TNF-a. As células THP-1 diferenciadas foram transfectadas com siRNA controle
ou SiRNA-FBXO7. Um grupo foi estimulado com 1 pg/mL de LPS e outro por 10 ng/mL
de TNF-a, ambos por 16h. Apos a lise celular, o extrato proteico total foi resolvido por
SDS-PAGE e avaliado por western blotting com os anticorpos indicados. A densitometria
das bandas foi feita no ImageJ e os graficos gerados em GraphPrism através da razédo
densitométrica das bandas de Fbxo7 pelo normalizador actina. Foi aplicado o teste
estatistico teste t ndo-pareado e paramétrico, com n=3 para cada tratamento. Os asteriscos
indicam o valor de p: *p<0,01, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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5.3. Quantificacdo por ELISA de IL-1p presente no sobrenadante de células THP-1
estimuladas com LPS ou TNF-a

Os sobrenadantes das células THP-1 controle e knockdown de FBXO7 estimuladas
por LPS ou TNF-a foram utilizados para a quantificagdo de IL-1p. Para isso, utilizamos
um kit de ELISA especifico para IL-1p humana, o qual consiste em uma placa
sensibilizada com anticorpos de captura anti-IL-1B, onde o sobrenadante celular é
aplicado juntamente com anticorpos de deteccédo conjugados a streptavidina-HRP. Dessa
forma, essas citocinas sao capturadas e sua absorbancia € mensurada em seguida por leitor
de placa. Foram utilizadas as médias das triplicatas técnicas subtraido a média do branco,
sendo esses os valores normalizados em relagdo a curva de diluigdo. Além disso,
utilizamos como grupo controle células THP-1 diferenciadas transfectadas com siRNA
controle ou SiRNA-FBXO7 sem estimulo por LPS ou TNF-a. Para cada tratamento, foi
aplicada anélise estatistica para comparar a concentracdo de IL-1p no controle e no
knockdown de FBXO7 do respectivo tratamento: estimulo com LPS, sem LPS ou com
TNF-a.

Nas células THP-1 transfectadas que ndo receberam estimulo com LPS ou TNF-
a, notamos uma grande semelhan¢a na concentragdo de IL-1p no sobrenadante do
controle e do KD de FBXO7 de aproximadamente 400 pg/mL em ambos os casos (Figura
15). Esse resultado era esperado, visto que ndo ocorreu a ativacao da via de sinalizacao
NF-kB, e consequentemente, ndo ocorreu a transcricdo dos genes regulados por esse fator

de transcricdo nuclear, incluindo o gene IL-15.
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Figura 15. Concentracao de citocina IL-1p (pg/mL) presente no sobrenadante celular de
THP-1 nos grupos controles e knockdown de FBXO7 sem estimulo de LPS ou TNF-a. As
células THP-1 foram transfectadas com siRNA controle ou siRNA-FBXO7. Apds a
transfeccdo, o sobrenadante celular foi recolhido para posterior quantificagdo de IL-1p
por ELISA, sem necessidade de diluicdo. O ensaio ocorreu em triplicata bioldgica e
técnica. Os dados obtidos foram normalizados na curva de diluicdo e submetidos a analise
estatistica. O grafico foi gerado em GraphPrism. Os pontos do grupo controle e
knockdown de FBXO7(KD FBXO7) indicam as médias das triplicatas técnicas e as linhas
centrais pontilhadas do grafico, as medianas dos grupos. Foi aplicado o teste t ndo pareado

e paramétrico com n=3, com valor de p significativo se p < 0.05.

Verificamos também que a concentracdo de IL-1p presente no sobrenadante
celular apdés o estimulo com LPS foi de aproximadamente 600 pg/mL tanto para o
controle como para o knockdown de FBXO7 (Figura 16). O aumento da concentracédo de
IL-1B em comparac¢do ao grupo anterior, onde ndo houve o estimulo com LPS ou TNF-a,
é justificado pela ativacdo da via NF-kB por LPS, resultando em uma maior expressao de
IL-7p, indicando que as células responderam ao estimulo. Observamos que ndo houve
diferenga significativa entre os grupos controle e knockdown de FBXO7, diferente do
resultado obtido com Human Cytokine Array, onde observamos uma diminuigéo de IL-

18 com o knockdown de FBXO7 quando estimulados com LPS.
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Figura 16. Concentracdo de citocina IL-1p (pg/mL) presente no sobrenadante celular de
THP-1 nos grupos controles e knockdown de FBXO7 com estimulo de LPS. As células
THP-1 foram transfectadas com siRNA controle ou siRNA-FBXO e estimuladas com
LPS por 16h. Posteriormente o sobrenadante celular foi recolhido para a quantificacao de
IL-18 por ELISA. Os dados obtidos foram normalizados na curva de diluicdo e
submetidos a analise estatisticas. Os pontos do grupo controle e knockdown de FBXO7
(KD FBXOT7) indicam as médias das triplicatas técnicas e as linhas centrais pontilhadas
do gréfico, as medianas dos grupos. Foi aplicado o teste t ndo-pareado e paramétrico com
n=3 com valor de p relevante se p < 0.05. O grafico e as andlises estatisticas foram gerados

em GraphPrism.

Nas andlises das amostras é considerado uma curva padrdo confidvel quando R2
apresenta um valor maior que 0,98 (AMSEN, VISSER, TOWN, 2009) porém nosso R2
foi de 0,96 (Figura 17) e, nas triplicatas experimentais encontramos outliers. N&o foi
possivel a repeticdo do ensaio devido a indisponibilidade do kit ELISA para novas

quantificacOes de IL-1p.
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Figura 17. Curva padréo de diluigdo das amostras utilizadas para quantificagédo de IL-1p
presente no sobrenadante celular de THP-1 estimulada por LPS. A curva padrédo foi
gerada através do uso dos calibradores disponiveis no kit ELISA anti-IL-1B, para
avaliarmos onde nossas amostras se encontrariam na curva. Para isso, foi subtraido das
amostras o valor da média do branco para acharmos a densidade dptica. Posteriormente
foi gerada a equacéo da reta através da relacdo desses valores com os valores dos pontos
da curva. O valor de x foi substituido pela média da triplicata técnica de cada amostra
bioldgica, dessa forma, encontramos a concentracdo de IL-1B de cada amostra. A curva
padrdo foi realizada em duplicata e o ensaio em triplicata biolégica e técnica. Os dados
foram gerados através do Excel.

Ja a concentracdo de IL-1B presente no sobrenadante de células THP-1
estimuladas por TNF-a foi de cerca de 400 pg/mL (Figura 18), muito semelhante a
concentragdo de IL-1p das células que ndo receberam tratamento de LPS ou TNF-a. Isso
sugere que, possivelmente, ndo houve ativacdo da via do NF-kB em células THP-1 com
a concentracao utilizada de TNF-a no ensaio (10 ng/mL) e, por essa razdo, ndo houve
ativacdo dos genes regulados por NF-kB. Com isso, ndo foi possivel avaliar a influéncia
do KD de FBXO7 na expresséo de IL-1p ap0ds estimulo de NF-kB por TNF-a em células

THP-1 e consequentemente comparar com os resultados obtidos apds estimulo com LPS.
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Figura 18. Concentracao de citocina IL-1p (pg/mL) presente no sobrenadante celular de
THP-1 nos grupos controles e knockdown de FBXO7 com estimulo de TNF-a. As células
THP-1 foram transfectadas com siRNA controle ou siRNA-FBXO?7 e estimuladas com
TNF-a por 16h. O sobrenadante celular foi recolhido para a quantificacdo de IL-1p por
ELISA, sem necessidade de dilui¢do, tendo o ensaio ocorrido em triplicata bioldgica e
técnica. Os dados obtidos foram normalizados na curva de diluicdo e submetidos a analise
estatisticas. Os pontos do grupo controle e knockdown de FBXO7 (KD FBXQO7) indicam
as médias das triplicatas técnicas e as linhas centrais pontilhadas do gréafico, as medianas
dos grupos. Foi utilizado o teste t ndo-pareado e paramétrico com n=3, com valor de p

relevante se p < 0.05. O gréfico e as analises estatisticas foram gerados em GraphPrism.

5.4. Andlise da expressao génica por RT-gPCR de THP-1 estimulada por LPS em
células knockdown de FBXO7

A RT-gPCR é uma ferramenta Util, rapida e confiavel para analise da expressao
génica sob diferentes condicGes e processos bioldgicos. Com ela é possivel realizar a
medicdo da abundancia do transcrito de mRNA de determinada citocina por ser uma
ferramenta altamente sensivel e que ndo necessita de uma grande quantidade de amostra
(BUSTIN et al., 2009).

Apos a extracdo do RNA total das amostras e a verificagdo por gel de agarose de
sua integridade (Figura 19), foi feito o cDNA das amostras a partir do RNA obtido.
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Figura 19. Integridade do RNA total extraido de células THP-1 estimuladas com LPS.
Células THP-1 transfectadas com siRNA controle ou sSiRNA-FBXO7 e estimuladas com
LPS foram lisadas para a extracdo do RNA total. Apos a extracdo, a integridade do acido
nucleico foi verificada em gel de agarose a 1% para a visualizacdo das bandas ribossomais
28S e 18S, como indicado na figura. O ensaio ocorreu em quadruplicata. CT (1-4)
corresponde as amostras obtidas de THP-1 transfectadas com siRNA controle. KD (1-4)

se refere as amostras de THP-1 transfectadas com siRNA-FBXO?7.

Apobs a sintese de cDNA das respectivas amostras, foram realizadas as reacGes de
gPCR para avaliarmos a expressdo do mRNA dos genes FBXO7, IL-15, NF-kB e IL-8.
Para isso, usamos genes de referéncia, chamados também de genes constitutivos, os quais
apresentam sua expressao constante independentemente do tratamento aplicado ou
condicdo fisiologica. Desse modo, variaveis como quantidade e qualidade do RNA
extraido, eficiéncia das enzimas, diferencas nas pipetagens sdo normalizadas a partir
desses genes (VANDESOMPELE et al, 2002; KOZERA, B.; RAPACZ, M, 2013;
BUSTIN et al., 2009).

Normalmente, os genes GAPDH ou ACTB sédo escolhidos como normalizadores
por apresentarem uma expressdo estavel. As diretrizes do MIQE ressaltam a importancia
de fazer a validacdo dos genes de referéncias para todos os ensaios de RT-gPCR
(BUSTIN et al., 2009).

Em 2010, um estudo avaliou 21 genes de referéncia potenciais para a linhagem
celular THP-1 diferenciada e identificaram ACTB e RPL37A como sendo o0s
normalizadores mais confidveis por apresentarem maior estabilidade (MAESS;
SENDELBACH; LORKOWSKI, 2010). Como as diretrizes de MIQE recomendam 0 uso
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de maltiplos genes de referéncia, para esse ensaio, além dos genes ACTB e RPL37A, foi
utilizado GAPDH como normalizador mesmo apresentando menor estabilidade
comparada aos outros dois. Por essa razdo, a expressdo dos genes FBXO7, IL-15, NF-kB
e IL-8 foi normalizada através da expressdo dos genes de referéncia ACTB, GAPDH e
RPL37A. As amplificagbes desses genes podem ser verificadas na imagem a seguir
(Figura 20). Ao final das reacdes, foi estabelecido o limiar de deteccao de fluorescéncia
(threshold).
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Figura 20. AmplificacGes dos genes ACTB, FBXO7, NF-kB, RPL37A, IL-8, IL-15 e
GAPDH de células THP-1 estimulada com LPS. As células THP-1 foram transfectadas
com siRNA controle ou siRNA-FBXO7 e posteriormente estimuladas com LPS. Foi
realizada a lise celular para a extracdo de RNA total. Apoés teste de integridade, 0 RNA
total foi utilizado para a sintese de cDNA. Este, por sua vez, foi utilizado para as reacdes
de gPCR. A curva de amplificacdo foi gerada pelo software 7500 Fast Real-Time PCR,
onde o eixo y indica a quantidade de fluorescéncia do SYBR Green, e 0 eixo x a quantidade
de ciclos. A amplificacdo de cada gene foi avaliada nas condic¢des controle e knockdown
de FBXO7. As linhas horizontais, também geradas pelo software, estdo indicando o limiar

de deteccdo de fluorescéncia (Threshold) de cada primer.
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A especificidade das reacBGes, formacdo de dimeros de primers, ligacdes
inespecificas foram avaliadas através da curva de melting das amostras dos respectivos
genes com seus brancos (Figura 21). Foi observado ligacdo inespecifica apenas no gene
ACTB. No entanto, como a Tm da ligacdo inespecifica e a Tm das amostras amplificadas
estdo distantes, infere-se que ocorreu a formacdo de dimeros de primers. Nos demais

genes avaliados ndo houve ligagdo inespecifica, indicado pelos picos Unicos.
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Figura 21. Curva de melting dos genes ACTB, FBXO7, NF-kB, RPL37A, IL-8, IL-15 e
GAPDH de células THP-1 estimulada. Foram avaliadas as amostras de THP-1 estimulada
e transfectada com siRNA controle ou siRNA-FBXO7 para cada gene, juntamente com
seu branco (controle negativo). A curva de melting foi obtida pelo software 7500 Fast

Real-Time PCR e esta indicando a especificidade das reagdes nas amostras.



63

A eficiéncia de cada reacdo, seus valores de Cq e o calculo da quantificacdo
relativa foram determinados através do software Real-Time PCR Miner (ZHAO;
FERNALD, 2005), sendo Cqg o nimero do ciclo onde o sinal de fluorescéncia gerado pela
amplificacdo da amostra intercepta a linha de threshold.

Ap0s as analises de expressdo de MRNA de FBXO7 com relacdo a ACTB, GAPDH
e RPL37A, observamos que ocorreu o silenciamento de aproximadamente 60% do gene
FBXO?7, corroborando os dados obtidos anteriormente por western blotting, indicando
que o SiRNA-FBXO7 foi capaz de silenciar o gene FBXO7 nas células THP-1
diferenciadas (Figura 22). Além disso, verificamos que a expressao de I1L-8 permaneceu
inalterada com o knockdown de FBXO7. Esse resultado estd em concordancia com a
quantificacdo obtida dessa citocina secretada pelo array de citocinas. A expressao do fator
de transcricdo nuclear NF-kB também permaneceu inalterada. Em contrapartida,
verificamos que o knockdown de FBXO7 causou uma regulacdo positiva, de
aproximadamente o dobro, da expressao de IL-15 (Figura 22), embora a quantificagéo
proteica pelo array de citocinas tenha demonstrado uma reducéo significativa. Essa é a
principal desvantagem do uso da técnica de RT-gPCR para esse tipo de aplicacdo, pois
nem sempre a presenca de mRNA vai refletir de forma precisa os niveis de proteina
expressa (KOZLOV, 2009). Além disso, a secrecdo de citocinas como IL-10 e IL-4 por
exemplo, é regulada em nivel de traducdo (LE et al, 1997; SCHEU et al., 2006), ja
citocinas como IL-1p apresentam regulacdo pos-traducional (BAUERNFEIND et al.,
2009). Nossos dados, portanto, demonstram que ndo ha uma relacdo direta entre a
expressdo de mMRNA e a secrecdo da proteina IL-1p em células THP-1 knockdown de
FBXO7 diferenciadas e estimuladas. Essa dissociacdo também foi observada em outros
estudos utilizando células sanguineas mononucleares periféricas (SCHINDLER;
CLARK; DINARELLO, 1990; TURNER, M et al., 1989) embora 0s mecanismos que
explicam esta discrepancia ainda ndo sejam compreendidos.

Considerando que a expressdo de NF-kB permaneceu inalterada com o knockdown
de FBXO7 e que a secrecdo das citocinas reguladas por ele como IL-6, TNF-a, IL-8
(GUHA; MACKMAN; 2001; KIKUCHI et al., 2002) também permaneceram inalteradas,
sugere-se que possivelmente a proteina Fbxo7 atue apenas na regulacdo de IL-1B em

macrofagos THP-1 e ndo na regulacao direta do fator de transcricdo NF-kB.
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Figura 22. Expressdo génica relativa de FBXO7, IL-15, NF-kB e IL-8 em THP-1
estimulada. As células THP-1 diferenciadas foram transfectadas com siRNA controle ou
SIRNA-FBXO7 e estimuladas com LPS. Apds a lise celular e extracdo de RNA total foi
realizado RT-gPCR. Os valores obtidos pelo software do Real-Time PCR Miner foram
normalizados a partir da média geométrica dos niveis de expressdo dos genes de
referéncia: ACTB, GAPDH e RPL37A. As barras presentes no grafico indicam a média e
0 erro padrdo da quadruplicata do respectivo tratamento. Foi utilizado para cada gene o
teste estatistico teste t ndo-pareado e paramétrico, com n=4, onde os asteriscos indicados
estdo relacionados ao valor de p: *p<0,01, **p<0,001 e ***p<0,0001.

A producdo de IL-1B ocorre em duas etapas distintas: inicialmente, ocorre a
estimulacgdo de sua sintese ap6s um sinal inflamatério como o LPS, por exemplo, através
da ativagdo da via do NF-kB que resulta em um acumulo de pré-1L-1p, sua forma inativa,
no citosol. Em seguida, um segundo sinal é necessario para gque ocorra a formacao de um
complexo responsavel pela ativagdo da caspase-1 chamado inflamassoma NLRP3. Este é
composto por uma proteina sensora, outra adaptadora e uma efetora, a caspase-1. Esta
enzima, depois de ativada pelo complexo, é capaz de clivar a forma pro-ativa da IL-1B e
realizar o processamento dessa proteina para posteriormente realizar a sua secre¢do na
forma ativa (GARLANDA; DINARELLO, MANTOVANI, 2013). No entanto, oS

mecanismos moleculares relacionados a montagem desse complexo ndo sao
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completamente compreendidos. Embora a producéo e a secre¢do de IL-1p seja crucial na
resposta a infeccgdes, sua producdo desregulada contribui para a aquisicdo de diversas
doencgas, tais como: diabetes tipo 2, aterosclerose, artrite reumatoide e demais doengas
autoimunes (WOOFF et al., 2019). Desse modo a producdo dessa citocina € rigidamente
regulada pela célula desde o nivel de sua transcri¢do até sua secrecao.

Considerando que a modulagdo da estabilidade do mRNA é uma forma eficiente
para regular a expressao génica, correspondendo a um importante mecanismo regulador
da expressao de citocinas em células do sistema imune (IVANOV; ANDERSON, 2013),
sugerimos que o aumento da transcricdo de IL-/f apds o knockdown de FBXO7 em
células THP-1 estimuladas, pode ter sido um mecanismo utilizado pela célula para
compensar a reducdo ocorrida a nivel proteico de IL-1p. Essa reducdo avaliada apos o
knockdown de FBXO7 pode sugerir ainda que a proteina Fbxo7 contribui de algum modo
para 0 aumento da degradacdo de IL-1B, porém, outros ensaios sdo necessarios para

avaliarmos os niveis intracelulares de IL-1p e sua relagdo com a proteina Fbxo7.
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6. CONCLUSAO E CONTRIBUICOES DO TRABALHO

Embora a proteina Fbxo7 tenha sido associada como regulador negativo da via
NF-kB em células U20S estimuladas por TNF-a, nossos dados demonstram que o
knockdown de FBXO7 ndo causou em macréfagos THP-1 estimulados por LPS 0 aumento
da expressdo dos genes regulados pelo NF-kB. Ao contrario, observamos reducdo do
conteddo proteico de CCL1, CCL3, IL-1P e IL-10. Analisando os transcritos de mMRNA
de NF-kB, verificamos que ndo houve alteracdo pelo knockdown de FBXO7, porém,
ocorreu um aumento na transcri¢ao de IL-7p. Isso sugere que essas células podem estar
usando um mecanismo de compensacao a reducdo do nivel proteico de IL-1p através do
aumento da transcricao deste gene.

Considerando que a IL-1p sofre regulacdo poés-traducional, sugerimos que a
proteina Fbxo7 participe desse processo em macréfagos THP-1 ao invés de atuar
diretamente na regulacdo do fator de transcricdo NF-kB. Desse modo, este trabalho
contribuiu para a compreensao do papel da proteina Fbxo7 na producdo de citocinas em
células THP-1 estimuladas. Logo, o desafio estd em entender os mecanismos de regulacéo
de Fbxo7 nos niveis proteicos de IL-1B e quais os aspectos de suas fungdes podem ser

utilizados posteriormente para fins terapéuticos.
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