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RESUMO

Macréfagos sao células apresentadoras de antigenos que respondem a sinais
inflamatérios possuindo amplo perfil fenotipico de acordo com cenério
fisiologico. A atividade de macréfagos € peca importante para a homeostase
tecidual, atuando na defesa do hospedeiro no combate a infecgdes, reparo
tecidual e também na regulacdo de células imunes adjacentes. Além disso,
macréfagos se mostram como peca chave no desenvolvimento de tumores,
inclusive os cerebrais. A proteina BRCA-1 (BReast CAncer-1) € envolvida no
reparo de DNA dependente de recombinacdo homologa, reconhecendo e
evitando a permanéncia de danos de fita dupla na molécula de DNA. Mutacdes
ou mudancas na expressao de BRCA-1 séo relacionadas com o surgimento
(hereditario ou ndo) de cancer de mama, ovario e prostata. BRCA-1 apresenta
propriedades em contextos inflamatérios, porém pouco explorada na biologia
de macréfagos. O objetivo desta tese foi analisar a interferéncia da baixa
expressdo de BRCA-1 induzida por silenciamento em parametros inflamatorios
da resposta de macrofagos RAW 264.7 diferenciados a fendtipos classico,
alternativo bem como quando expostos a meio condicionado de culturas de
glioblastoma (CMC6). Os macrofagos silenciados apresentaram maior
fragmentacdo de DNA através do ensaio de cometa; houve parada do ciclo
celular na transicdo G1/S causada pelos tratamentos com LPS e meio
condicionado de linhagem C6 de glioma (CMC6) e as células silenciadas
mostraram também menor sobrevivéncia apos as exposicdes. O silenciamento
de BRCA-1 atenuou a expressdo de TNF-a e IL-6 aumentadas por LPS e

CMC6 além de ter aumentado a producdo de marcadores anti-inflamatorios



como TGF-B e IL-10. Os tratamentos com LPS e CMC6 causaram aumento no
namero de células autofagicas e o silenciamento de BRCA-1 potencializou a
autofagia nestes tratamentos, inclusive nos macrofagos expostos a IL-4. A
atividade do fator de transcricdo NF-kB foi comprometida nas células
silenciadas uma vez que os tratamentos com LPS e CMC6 estimularam sua
atividade transicional. Os experimentos de “docking” molecular mostram que a
conservacao do dominio BRCT de BRCA-1 é importante para a interacao fisica
entre a proteina e a subunidade p65 de NF-kB, e que mutacdes em BRCA-1
relacionadas a neoplasias BRCA-1 dependentes impedem a formacdo do
complexo BRCA-1-p65, sendo um forte indicativo da perda de capacidade
inflamatoria para macrofagos diferenciados. Analises de imunocitoquimica
mostraram que a expressdao de BRCA-1 diminuiu a presenca da subunidade
p65 de NF-kB no nucleo das células estimuladas por LPS e CMC6. Nossos
resultados revelam que a expressao constitutiva de BRCA-1 exerce papel
central na ativacdo de macréfagos por alterar as vias responsivas ao fator de
transcricdo NF-kB, além de abrirem perspectivas para futuras investigagdes
sobre o papel de BRCA-1 que abordem n&o somente o reparo de DNA e
sobrevivéncia celular, mas também sobre vias de resposta inflamatoria destes

fagdcitos frente a processos inflamatdrios e neoplasias gliais.



ABSTRACT

Macrophages are antigen present cells which respond to inflammatory signals
having a wide phenotypic profile according to physiological status. Macrophage
activity is an important part of tissue homeostasis, acting in the host defense
against infection, tissue repair and also in the regulation of adaptative immune
cells. In addition, macrophages play a key role in the development of tumors,
including the brain. The BRCA-1 protein (BReast CAncer-1) is involved in
homologous recombination-dependent DNA repair, recognizing and avoiding
the permanence of double-stranded damage to the DNA molecule. Mutations or
changes in BRCA-1 expression are related to the onset (hereditary or not) of
breast, ovarian and prostate cancer. BRCA-1 has properties in inflammatory
contexts, but little explored in macrophage biology. The aim of this study was to
analyze the interference of knockdown expression of BRCA-1 on inflammatory
mediators of RAW 264.7 macrophage differentiated to classical, alternative
phenotypes as well as when exposed to conditioned medium of glioblastoma
culture (CMC6). The silenced cells showed increased DNA fragmentation
demonstrated by the comet assay; there was a cell cycle arrest in the G1 / S
transition caused by LPS and CMCE6 treatments and the silenced cells showed
decreased survival after exposure. BRCA-1 knockdown attenuated LPS and
CMC6-enhanced expression of TNF-a and IL-6 and pronounced the production
of anti-inflammatory markers such as TGF-f and IL-10. LPS and condioned
medium of C6 glioma cell line (CMC6) treatments caused an increase in the
number of autophagic cells and BRCA-1 low expression pronounced acridine
orange incorporation, suggesting an increase of autophagy in these treatments,

also observed in macrophages exposed to IL-4when BRCA-1 is compromised



by siRNA. NF-kB activity was abrogated in the silenced cells since LPS and
CMC6 treatments stimulated it transcriptional activity. Molecular docking
experiments show that the conservation of the BRCA-1 BRCT domain is
important for the physical interaction between the protein and the NF-kB p65
subunit, and that BRCA-1 mutations related to tumors incidence refrain
formation of the BRCA-1-p65 complex, suggesting relevance to this interaction
related to the loss of inflammatory capacity for differentiated macrophages.
Immunocytochemistry assays showed that BRCA-1 expression decreased the
presence of the NF-kB p65 subunit in the nucleus of cells stimulated by LPS
and CMCS6, indicating a decrease of nuclear activity of p65. Our results reveals
that constitutive expression of BRCA-1 in macrophages plays a central role in
its activation by changing NF-kB transcription factor-responsive pathways, and
open perspectives for future investigations into the role of BRCA-1 that address
not only the DNA repair and cell survival but also inflammatory response
pathways of these phagocytes in inflammatory outcome as well as in situations

of glial tumorogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Macréfagos e o processo inflamatdrio

A inflamacdo € uma resposta fisiologica de animais vertebrados que
reagem a determinado insulto. E caracterizada através de diferentes sinais
como inchaco, vasodilatacdo local, geracdo de calor, dor e até mesmo perda
de funcdo. O processo inflamatério é gerado normalmente contra insultos
externos causados por diferentes fatores como infecgdes de micro-organismos
patogenos, insulto fisico/quimico, reacdes alérgicas ou até mesmo por proprio
descontrole na comunicacgéo entre as células imunes e o organismo. Apos um
estimulo pro-inflamatério ocorre uma rede multifatorial de sinalizacao celular
envolvendo o sistema imune que controla o inicio, desenvolvimento e desfecho
da inflamacdo em determinado local do organismo hospedeiro. A inflamacé&o
sempre comega com um processo local que, se ndo controlado, se estende a
um estado croénico, levando a faléncia de 6rgéos e também a morte. O cenéario
inflamatorio é caracterizado principalmente pelo recrutamento, proliferacdo e

ativacdo de globulos brancos em ndédulos linfaticos bem como no local do

insulto (BRUNE et al., 2013).

Macrofagos fazem parte da diversidade de glébulos brancos, chamados
de fagocitos; estdo distribuidos em praticamente todos os tecidos,
principalmente nos conjuntivos adjacentes a epitélios, musculos e nervos. Séo
células apresentadoras de antigenos que respondem a sinais exdgenos e
endogenos mudando seu perfil fenotipico de acordo com a situacao
inflamatdria (MOSSER; EDWARDS, 2008). A atividade de macrofagos é peca
importante para a homeostase tecidual, atuando na defesa do hospedeiro no

14



combate a infecc¢des, reparo tecidual e também na regulacéo de células imunes

adjacentes (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).

1.2 Desenvolvimento de macréfagos, polarizacdo e suas vias de
sinalizacéao

Macrofagos sdo elementos do sistema imune inato e sdo derivados do
sistema fagocitico mononuclear, apresentando seu desenvolvimento a partir de
mondcitos. Mondcitos, por sua vez, se desenvolvem a partir de células tronco
hematopoiéticas na medula 6ssea e migram, depois de maduras, para a
corrente sanguinea- de onde serdo recrutadas por tecidos periféricos.
Entretanto, em vertebrados, alguns macréfagos podem ser formados por uma
via hematopoiética paralela a embrionaria, em que essas ceélulas sédo oriundas
de precursoras mesenquimais presentes no saco vitelinico (POON et al., 2017).
Devido a tais diferencas, macréfagos podem exibir uma alta variedade
morfoldgica e funcional. De acordo com a presenca e funcdes em cada tecido,
encontramos diferentes nomes para estas células: células de Kupffer (figado),
células de Langerhans e células dendriticas (conjuntivos), macrofagos
alveolares (pulmdes), osteoclastos (0ssos) e microglia (sistema nervoso), 0s
guais sdo designados como macrofagos residentes dos respectivos tecidos
(BRUNE et al., 2013; WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). A ativacdo de
macrofagos influencia e € suscetivel a outras atividades do sistema
imunolégico. Em 1986, Mosmann, Coffman e colaboradores propuseram a
hipétese de que dois subconjuntos de células T auxiliares poderiam ser
distinguidos pelas citocinas secretadas, mediando fun¢des reguladoras e
efetoras distintas, sendo classificadas como respostas Thl e Th2 (MOSMANN

et al., 1986). O termo ativagdo de macrofagos (ativacdo classica) foi introduzido
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por Mackaness na década de 1960 em um contexto de infec¢do para descrever
a atividade microbicida dependente de antigeno, mas ndo especifica, de
macréfagos em relagdo ao BCG (bacilo Calmette-Guerin) e Listeria apés
exposicdo secundaria aos patdégenos (MACKANESS, 1962). O refinamento dos
resultados foi posteriormente associado as respostas Thl e producdo de IFN-Y
pelas células imunes ativadas por antigenos (NATHAN et al., 1983) se
relacionando com propriedades citotoxicas e antitumorais (CELADA et al.,
1984; PACE et al.,, 1983). Naquela época, o efeito sobre os macrofagos
associados a imunidade Th2 dependente de IgE, e relacionado com defesa
contra parasitas extracelulares e respostas alérgicas, ainda ndo estava claro. A
descoberta de que o receptor de manose poderia ser estimulado por IL-4 e IL-
13 levou Stein, Doyle e colaboradores a propor que estas citocinas fossem
capazes de induzir um fendtipo de ativacdo alternativo, um estado
completamente diferente da ativacdo de IFN-Y (DOYLE et al., 1994; STEIN et
al., 1992). Por outro lado, Mills e colaboradores, enquanto investigavam o0s
fatores que regulavam o metabolismo da arginina em macréfagos, descobriram
gue macrofagos ativados por mediadores Thl e Th2 em cepas de
camundongos diferiam qualitativamente em sua capacidade de responder aos
estimulos classicos (IFN-Y ou lipopolissacarideo-LPS) e definram uma
importante diferenca metabdlica na via: os macrofagos M1 produzem o 6xido
nitrico téxico (NO), enquanto os macréfagos M2 produzem as poliaminas
troficas (MILLS et al., 2000). Com isso, eles propuseram que estas fossem
denominadas respostas de macrofagos M1 e M2, embora saibamos que este
modelo lide mais com a predisposicdo de macrofagos para desenvolver

fendtipos especificos. Mais recentemente, Mosser e Edwards apontam a
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adicdo de outros marcadores centrais dos fenotipos M1 e M2- sendo também
classificados como ativagdo classica e alternativa de macréfagos (MOSSER;
EDWARDS, 2008). Macrofagos M1 atuam como microbicidas e apresentam
propriedades antitumorais por expressarem um aumento na producédo e
secrecdo de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a, IL-1, IL-6 e também
uma acentuada geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Ja
macrofagos classificados como M2 expressam mediadores como a resistina-
like- a (Fizz 1), arginase, chitinase 3-like 3 (Yml), IL-10, TGF-B associados a
expressao diminuida de IL-12, as quais sao envolvidas no combate a parasitas,
remodelacdo tecidual e progressdao tumoral (GORDON; MARTINEZ, 2010).
Ademais, macréfagos M1 e M2 podem ser convertidos um ao outro
dependendo do estimulo gerado pelo microambiente em que estdo inseridos
(WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). Durante a polarizacdo destas células,
participam ativamente fatores de transcricdo como STAT1/3 (OHMORI;
HAMILTON, 1997), CREB (RUFFELL et al., 2009), PPAR-Y (ODEGAARD et
al., 2007), NF-kB (OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011) e Nrf2 (BRUNE
et al., 2013; ZHAO et al., 2014), os quais medeiam a diferenciacdo e
proliferacdo em diferentes etapas do processo inflamatorio. Apesar do perfil
alternativo de macréfagos M2 ser assim designado, é importante salientar que
dentro deste espectro também é possivel diferenciar, no minimo, trés
populacdes com propriedades peculiares. Como mostrado na figura 1, de
acordo com Mantovani e colaboradores (2004), classifica-se como M2a os
macrofagos que séo ativados por IL-4 (secretada por baséfilos, mastécitos, os
préprios macréfagos ou por células Th2 do sistema imune adaptativo) e

assumem um fendtipo relacionado a participagdo em reacOes alérgicas,
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progressdo tumoral remodelagem tecidual e cicatrizagdo. IL-4 estimula a
expressdo de citocinas anti-inflamatorias, entre elas a expressdo da enzima
arginase, a qual converte arginina em ornitina- mecanismo precursor
importante na sintese de colageno e de outras proteinas de matriz extracelular,
contribuindo, portanto, para a sintese e secrecdo de proteinas de matriz
extracelular (KREIDER et al., 2007). O sub-tipo M2b abrange os macréfagos
ativados por exposicdo a ligantes de receptores do tipo “toll” (TLR)- e
complexos imunes, 0s quais apresentam propriedades regulatérias
relacionadas ao perfil inflamatério Th2. Ja o perfil M2c corresponde a ativacéo
decorrente de estresse metabdlico derivado principalmente da acao de IL-10, o
gual retroalimenta a propria producédo de IL-10 junto do estimulo a producédo de
TGF-B sendo relacionado com processos de remodelagem tecidual e
imunossupressdo (MANTOVANI et al., 2004). Podemos perceber que os trés

sub-tipos induzem a producéo de altos niveis de IL-10 e também diminuem a

| |
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expressdo de IL-12 - relacionada a ativacdo classica- evitando, desta forma,

gue o macréfago apresente propriedades pré-inflamatérias (LIU et al., 2014).
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Figura 1: Marcadores dos perfis M1 e M2 de macro6fagos.

Adaptada do trabalho de Mantovani e colaboradores que propuseram um
modelo de perfis inflamatorios de macréfagos M1/M2, nos quais M1 inclui
ativacao por interferon gama (IFN-Y) + lipopolissacarideo (LPS) ou fator de
necrose tumoral (TNF-a) e o perfil M2 é subdividido para agrupar semelhancas
e diferencas entre interleucinas- 4 (IL-4) (M2a), complexos imunes + ligantes
de receptores do tipo Toll (TLR) (M2b) e IL-10 e glicocorticéides (M2c)
(MANTOVANI et al., 2004).

Atualmente, novas consideracbfes mostram relevancia e revisam o0s
termos M1 e M2 substituindo a polarizagéo por um espectro de ativacdo. Dessa
forma, a inteng&o é obter maior clareza sobre os achados e também padronizar
as classificagcbes sobre macrofagos, pois muitos dos resultados ja obtidos
podem ser limitados as caracteristicas das amostras utilizadas pelos autores,
nao sendo capazes de se relacionar com estudos paralelos. Como mostrado na
figura 2, estudos recentes destacam a importancia de se considerar, nas
futuras classificacfes destes fagocitos, um conjunto de padrées baseados em
trés principios - a fonte de macréfagos, a definicdo dos ativadores e uma
colecdo consensual de marcadores para descrever o tipo de ativacdo — 0s
guais podem ser mais relevantes para se relacionar com diversos cenarios

experimentais (MARTINEZ; GORDON, 2014; MURRAY et al., 2014).

1.3 Macro6fagos associados atumores

O papel das células imunes em patologias tumorais possui um amplo
espectro de observacdo, sendo muitas vezes controverso e tendo varias
interpretagdes. Apesar disso, alguns conceitos e observagdes s&o bem aceitos

e utilizados como ferramentas em diagndsticos e tratamentos. Macréfagos séo
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considerados as células imunes de maior abundancia em diferentes tipos de

tumores (MANTOVANI et al., 2002).

g
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Figura 2: Rede de mediadores estimulados pela diferenciacdo de macrofagos.

Na imagem adaptada sdo mostradas subdivisdes funcionais de acordo com o

estimulo de macréfagos de camundongo ou macréfagos gerados a partir de

mondcitos humanos com o conceito de espectro M1-M2 ja existente. As

condi¢cdes de estimulo consideradas séo: IL-4, complexos imunes (Ic), IL-10,
glicocorticoides (GC) + TGF-B, glicocorticéides isolados; LPS, LPS + IFN-Y e

IFN-Y isoladamente. Os dados dos marcadores foram extraidos de uma gama

de dados publicados os quais foram compilados nesta revisdo (MURRAY et al.,

2014).
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Diferentes trabalhos mostram a importancia de acdes pré6 e anti-
inflamatdrias geradas por macr6fagos como elementos importantes na geracao
e progressao tumoral (LI et al., 2017; MOSSER; EDWARDS, 2008; POON et
al.,, 2017), e uma incidéncia de alta densidade de macr6fagos no ambiente
tumoral é diretamente relacionado com mau prognostico. A medida que o tumor
se desenvolve e se estabelece, as células ja transformadas respondem
positivamente com macréfagos que, em um primeiro momento, geram um
status pré-inflamatério e mostram assim um grande potencial em contribuir com
0 crescimento tumoral no inicio da neoplasia, principalmente pela alta producéo
de ERO, as quais sao relacionadas com o combate antitumoral, mas acabam
causando danos cumulativos nas bases nitrogenadas do DNA das células ja
transformadas. Isto causa mutacdes, culminando na progressao em numero de
células tumorais no organismo. Por outro lado, com o crescimento da massa
tumoral, as células transformadas se tornam capazes de influenciar os
macrofagos associados que compdem o microambiente; os macrofagos saem
do perfil pro-inflamatério e adotam um perfil muito relacionado com o tipo
regulatério (POLLARD, 2008). O desenvolvimento das células tumorais cria um
microambiente composto por uma série de fatores como hipodxia, secrecéao de
prostaglandinas, corpos apoptoticos e imunoglobulinas que alteram a atividade
de macréfagos. Assim, como consequéncia, tem-se um ambiente
imunossupressor que proporciona crescimento, angiogénese e invasividade
tumoral (LIN et al.,, 2006). Apesar da caracterizacdo dos macréfagos
associados a tumores ainda ndo ser estabelecida, a alta producédo de IL-10
acompanhada da inibicdo da expressao de IL-12 sdo fatores encontrados em

diferentes estudos (BISWAS et al., 2006; LIN et al., 2006). A alteracao na
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atividade de NF-kB tem sido proposta como um fator central na resposta
inflamatdria de macréfagos relacionada a tumores. O estimulo inicial € gerado
por ligantes de receptores “toll-like”, que culminam na degradacéo de IKB,
proteina citosélica que ancora NF-kB, o qual, por sua vez, é translocado para o
nacleo e ativa seus genes responsivos. A ativacdo da subunidade p65 induz a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-12, iINOS, TNF-a e IL-6
(BISWAS; LEWIS, 2010; MANCINO; LAWRENCE, 2010). Por sua vez, autores
mostram que macréfagos associados a tumores (MAT) apresentam baixa
atividade pré-inflamatoria diretamente relacionada a diminuicdo da ativacao
deste fator de transcricdo; paralelamente, quando NF-kB esta ativo, MAT

retomam sua atividade pro-inflamatéria e antitumoral (CHANG et al., 2013a).

1.4 Papel e relevancias biologicas da proteina BRCA-1

O genoma celular é altamente vulneravel a insultos causados por
agentes oxidantes e radiacdo. O DNA, uma vez danificado, causa um
desequilibrio da homeostase, podendo levar a morte celular e até mesmo a
formacdo de neoplasias. Nesse sentido, o sistema de reparo ao DNA é
fundamental no funcionamento da célula, pois além de reparar danos nas
bases nitrogenadas, também regula a expressao e atividade de mediadores do
ciclo celular relacionados a proliferacdo e diferenciagdo (SCULLY;
LIVINGSTON, 2000). A proteina BRCA-1 (BReast CAncer-1) € envolvida no
reparo de DNA e atua sobre o mecanismo de reparo dependente de
recombinacdo homologa, sendo responsavel por reconhecer e evitar a
permanéncia de danos de fita dupla na molécula de DNA. Mutagbes ou

mudancas na expressdo de BRCA-1 sao altamente relacionadas com o
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surgimento (hereditario ou ndo) de cancer de mama, ovario e préstata (MIKI et
al., 1994; THOMPSON; EASTON, 2002). Atualmente, a fungdo de BRCA-1
tem sido explorada em situacbes paralelas ao reparo de DNA, como a
manutencao da estrutura de heterocromatina (ZHU et al., 2011), regulacéo de
expressdo de microRNAs (CHANG et al.,, 2011) e controle de estresse
oxidativo (VURUSANER; POLI; BASAGA, 2012). A expressao elevada de
BRCA-1 em células de cancer de mama aumenta a expressao de genes
antioxidantes e diminui dano ao DNA e morte celular quando desafiadas com
H,0O, (BAE et al., 2004). Em situacdes de choque séptico, a superexpressao de
BRCA-1 em camundongos mostra-se como peca essencial na melhora da
resposta inflamatoria, impedindo a disfuncdo cardiaca e conferindo menor
letalidade aos animais pos puncéao de ligadura cecal (CLP) (TEOH et al., 2013).
Além disso, células periféricas mononucleares isoladas de mulheres com
cancer de mama e/ou saudaveis com BRCA-1 mutado, apresentam
deficiéncias na producdo de TNF-a quando desafiadas por LPS in vitro
(ZIELINSKI et al., 2003). Sabe-se também que mulheres mutantes em BRCA-1
entram na menopausa mais precocemente (FINCH et al., 2013) podendo ser
também mais propensas a incidéncia de acidentes cardiovasculares e tumores

(ARTS-DE JONG et al., 2014).

1.5 Justificativa

A relacdo entre as funcdes de BRCA-1 e respostas celulares tem
ganhado enfoque no meio cientifico, inclusive em pesquisas envolvendo cancer
e sistema imunoldgico. Autores propdem que diferentes proteinas sdo capazes

de apresentar possiveis interacdes com BRCA-1 levando a diferentes
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desfechos biologicos. Nesse sentido, fatores de transcricgdo com Nrf2 e NF-kB
mostram maior atividade transcricional quando BRCA-1 esta presente com sua
genética e estrutural preservada- sem mutacdes germinativas, por exemplo.
Amostras nucleares de células epiteliais de cancer de mama mostram que
BRCA-1 interage fisicamente com Nrf2, promovendo uma maior estabilizacao
do fator de transcricdo e sua atividade gendomica (GORRINI et al., 2013).
BRCA-1 também pode apresentar um papel importante na transcricao de
genes responsivos a NF-kB, sendo considerado peca chave na permanéncia
da subunidade p65 no nucleo e assim regulando vias de sobrevivéncia e morte
celular dependentes de NF-kB e derivadas de insultos inflamatorios (BENEZRA
et al., 2003). Por outro lado, a ativacdo de NF-kB pode ter desfecho importante
nas funcdes de reparo gendmico dependente de BRCA-1, atuando de maneira
direta na reconstituicio de danos de fita dupla (VOLCIC et al., 2012).
Considerando que a ativacaol/inibicdo de NF-kB € peca chave na biologia de
macrofagos durante situacdes inflamatorias, uma investigacdo sobre o0s
desdobramentos de sua atividade e possiveis interacbes com proteinas
nucleares relacionadas a reparo, como BRCA-1, torna-se um relevante ponto

de investigacao cientifica.

A plasticidade dos macréfagos é um elemento importante nas respostas
imunes e adaptativas do organismo em situacdes de inflamacao elevada como
sepse e cancer- citadas anteriormente. No primeiro caso, o controle do
ambiente inflamatério é crucial para a sobrevivéncia do organismo. J4 no caso
de macrofagos associados a tumores (MAT), a heterogeneidade fenotipica é
uma caracteristica imposta no ambiente tumoral. No inicio, MAT s&o recrutados

e secretam citocinas pro-inflamatérias que, ao invés de combater,
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proporcionam um ambiente de crescimento para células transformadas
(BINGLE; BROWN; LEWIS, 2002). Em um estdgio mais tardio, MAT séo
convertidos ao fendtipo M2, e essa mudanca é diretamente relacionada a
oscilagdo das vias dependentes de NF-kB (OECKINGHAUS; HAYDEN;
GHOSH, 2011). Nessa fase, os macrofagos favorecem a invasao tumoral por
reduzir a imunidade do tecido invadido. Portanto, o conhecimento de
mecanismos subjacentes dos fenétipos M1/M2 durante situagcdes que
requerem equilibrio entre o estado pro6 e anti-inflamatério torna-se um excelente
alvo de estudo para o desenvolvimento de terapias imunes centradas na
biologia de macréfagos. Adicionalmente, BRCA-1 mostra-se determinante nao
s6 na conservacdo das bases do DNA durante insultos, mas também em vias
celulares paralelas ao reparo de DNA, uma vez que a proteina apresenta
grande capacidade de interacdo com outras proteinas relacionadas a
processos neoplasicos e inflamatérios/imunoldgicos. Portanto, estudos com
abordagem na plasticidade funcional de BRCA-1 sobre a polarizacdo de
macrofagos tornam-se relevantes e podem ser aplicados em diferentes

contextos fisiopatologicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto € analisar o papel da proteina BRCA-1 no
perfil inflamatério e funcional de macro6fagos submetidos a diferenciacéo
classica e alternativa bem como quando expostos a meio condicionado de

tumores.

2.2 Objetivos especificos:

1) Validar, por PCR real time e western blot, a expressdo e imunoconteudo de
BRCA-1 em macrofagos da linhagem RAW 264.7 bem como testar se a
metodologia utilizando RNA interferente (siRNA) escolhida é efetiva em

diminuir expressao proteina nestas células;

2) Observar se a expressao, uma vez que diminuida, de BRCA-1 é capaz de
comprometer o sistema de reparo de DNA das células RAW 264.7 ap6s serem

expostas a LPS, IL-4 e meio condicionado de gliomas (CMC6);

3) Avaliar parametros de ciclo e viabilidade celular em macréfagos deficientes
na expressdo de BRCA-1 quando expostos aos tratamentos mencionados

acima;
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4) Analisar a expressao celular e a secrecdo no meio de cultura de citocinas
inflamatdrias produzidas por macréfagos transfectados com siRNA para BRCA-
1 bem como a atividade fagocitica e a secrecdo de metaloproteinases apés a

exposicao a LPS, IL-4 e meio condicionado de gliomas (CMC6)

5) Analisar a atividade do fator de transcricdo NF-kB em macrofagos RAW
264.7 quando a expressdo de BRCA-1 esta comprometida apés os tratamentos
com LPS, IL-4 e CMC6, além de avaliar a possibilidade de interacéo fisica da

subunidade p65 com a proteina BRCA-1 pela técnica de “docking” molecular.

6) Quantificar através da técnica de imunocitoquimica a marcagao nuclear da

subunidade p65 de NF-kB no modelo in vitro acima mencionado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

O lipopolissacarideo de isolado de E. coli (Cat.: L2630), Interleucina-4
(Cat.: 11020), Sulforodamina B (Cat.: S1402), Kits de ELISA para TNF-a (Cat.:
RAB 0477), Interleucina-6 (Cat.. RAB 0308) e Interleucina-10 (Cat.: RAB
0245), iodeto de propidio e laranja de acridina foram comprados da Sigma
Aldrich (St Louis, MO, EUA). Os materiais para eletroforese e imunoblot foram
adquiridos com Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). Inibidor de protease foi adquirido
da Roche (Welwyn Garden city, UK). Anti-B-actina e anti-IgG acoplados com
peroxidases isolados de plasma de coelhos ou camundongos foram adquiridos
da Cell signaling, EUA. siRNA para BRCA-1 (cat.: SC-29824) e anti-BRCA-1

(cat.: SC-135731) foram comprados da Santa Cruz Biotechnology.

3.2 Células

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 e a linhagem C6 de glioblastoma
foram adquiridas através do banco de células do Rio de Janeiro, Brasil.
Macrofagos foram cultivados em meio DMEM com alta concentracdo de
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e coquetel de antibioticos
(Gibco BRL, Carlsbad, EUA), e mantidos em estufa com 5% de CO, com
temperatura (37°C) e umidade controladas. Células da linhagem C6 foram
cultivadas em meio DMEM com baixa quantidade de glicose, suplementado
com 10% de soro fetal bovino nas mesmas condi¢cdes de incubacao citadas

acima. As células foram usadas por no maximo 30 passagens.
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3.3 Silenciamento da proteina BRCA-1

A expressdo de BRCA-1 foi atenuada através do ensaio de
“silenciamento” por RNA interferente (siRNA). As células foram incubadas em
meio OPTI-MEM contendo agente transfectante RNA iMax (Invitrogen) e
oligonucleotideos de siRNA resistentes a degradacdo por nucleases (SiRNA)
especificos para BRCA-1 na concentracdo de 50nM por 24 horas. O
silenciamento foi validado por western blot e polimerase chain reaction (PCR).
A amplificacdo foi feita através de PCR real time com primers especificos
produzidos pela Sigma Aldrich: BRCA-1 (F: GGGCCTTCACAATGTCCTTT; R:
GCCATTATTCTCAGCAGCTCTT). Os niveis de mRNA para BRCA-1 foram
guantificados 24 horas pos-transfeccdo e seu imunoconteudo foi quantificado

por western blot pds transfeccéo e no final dos tratamentos.

3.4 Tratamentos

As células RAW 264.7 foram estimuladas com LPS, IL-4 ou com meio
condicionado de gliomas (CMC6) a fim de gerar macrofagos por via classica
(M1), alternativa (M2) e também simular a situacdo quando macréfagos estao
associados a tumores. Basicamente, as células foram submetidas a
transfeccdo de siRNA para BRCA-1 e cultivadas por 24h. Em seguida, foram
adicionados LPS (1ug/mL), IL-4 (20ng/mL) e CMC6 na proporgao de 2:1 com
meio DMEM virgem com soro na concentracao de 1% por mais 24 horas. Apos
o tratamento, as células e o meio de cultura foram coletados para posteriores
analises. Para a obtenc&o do meio condicionado (CMCB6), células da linhagem

C6 foram semeadas em confluéncia de 50-70% e cultivadas em meio DMEM
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com alta concentracdo de glicose e 1% de soro por 24h. A partir disso, 0 meio
condicionado foi centrifugado a 1000 x g/5 minutos, coletado e utilizado no

tratamento das células RAW 264.7.

3.5 Ensaio cometa- dano ao DNA

Para o ensaio, as células foram coletadas e solubilizadas em meio de
agarose low melting (0,75%) e adicionadas em laminas cobertas por laminulas
contendo 1,5% de agarose. As laminas foram colocadas em tampé&o de lise
(NaCl 2,5M, EDTA 100mM e Tris 10mM, pH=10,5, Triton X-100 plus 1% e
DMSO 10%) por 12 horas a 4°C. Em seguida, as laminas passaram por uma
eletroforese de 20 minutos a 25V, foram neutralizadas com Tris-base 400mM e
lavadas com agua destilada. A marcacao foi feita com SYBR Green e a analise
feita em microscopio de fluorescéncia. Cem células por amostra foram
analisadas pelo tamanho da cauda de DNA como indice de dano, variando de
1 a 4. O indice de dano foi calculado da seguinte maneira: CI = [(n°tipol) x 1 +
(n° tipo 2) x 2 + (n° tipo 3) x 3 + (n° tipo 4) x 4], onde “n°tipo” € a quantidade de

graus de dano ao DNA apresentado pela amostra.

3.6 Western blot

As células foram lisadas com tampdo Laemmli (62,5 mM Tris-HCI,
pH=6,8, 1% SDS e 10% glicerol) e quantidades equivalentes de proteina foram
fracionadas por eletroforese com gel SDS-PAGE e transferidas para uma

membrana de nitrocelulose. A eficiéncia da trasferéncia foi feita utilizando a
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marcagao com Ponceau S e a membrana foi lavada 5x com tampéao Tween-Tris
(TTBS: 100mM Tris-HCI, pH=7,5 contendo 0,9% de salina e 0,1% de Twenn-
20) e bloqueada com albumina a 5% diluida em TTBS. Em seguida as
membranas foram incubadas com os anticorpos primarios (diluicdo de 1:1000)
a 4°C por 15 horas. As membranas foram novamente lavadas com TTBS e
incubadas com anticorpos secundarios anti- IgG contendo peroxidase por mais
2 horas (diluigdo 1:3000), lavadas e a quimioluminescéncia foi quantificada com
o kit ECL plus. As densitometrias das bandas foram quantificadas e analisadas

com o software Image J.

3.7 Quantificacdo dos mediadores inflamatorios

3.7.1 Liberacédo de citocinas (TNF-q, IL-6 e IL-10) no meio de cultura
pela técnica de ELISA (DE OLIVEIRA et al., 2011; KAPCZINSKI et al., 2011). O
procedimento da técnica foi desenvolvido de acordo com o protocolo oferecido

pelo fabricante.

3.7.2 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativo real
time: o RNA das células foi extraido usando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Aproximadamente 1ug de RNA de cada amostra foi submetida a sintese
de cDNA com o uso do “kit SuperScript-ll RT pre-amplification system”
(Invitrogen). A amplificacdo através de PCR real time foi feita com primers
especificos produzidos pela Sigma Aldrich: TNF-a (F:
AGACCCTCACACTCAGATCA; R: CTGGGAGTAGACAAGGTACAAC), IL-6 (F:
GGCCTTCCCTACTTCACAAG; R: TTCCACGATTTCCCAGAGAAC), TGF-p1

(F: CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA; R: CGTGGAGTTTGTTATCTTTGCTG). As
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amostras foram analisadas em um termociclador (Applied-Biosystems, Foster
City, CA, Estados Unidos). As condicOes de preparacdo das amostras foram
feitas de acordo com prévios estudos do nosso grupo de pesquisa (PASQUALI
et al., 2008). A quantificacdo da expressao génica foi feita em relacdo ao gene
endogeno GNB2L (F: GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG; R:

CTTGCAGTTAGCCAGGTTC).

3.8 Zimografia

Ao término dos tratamentos, os meios foram removidos e foi adicionado
meio DMEM virgem por 6h nas células e entéo foi coletado para ser efetuado o
ensaio de zimografia. Basicamente, os meios de cultura foram centrifugados
(1000 xg/5 minutos) e submetidos a eletroforese em gel de acrilamida 8%
contendo 0,2% de gelatina na auséncia de agente redutor. Apés a eletroforese,
o gel foi lavado 3 vezes de 30 minutos em Triton X-100 2,5% para remoc¢ao do
SDS. Em seguida o gel foi incubado por 36 horas a 37°C em tampdao de reacao
(50mM Tris-base, NaCl 150mM, ZnCl, 1mM, azida sodica 0.02%, CaCl, 10mM,
pH=8). Nessas condi¢des, as metaloproteinases MMP-2 e 9 sdo renaturadas e
retomam a atividade de colagenases. O gel é corado com Comassie blue 0,1%
e a atividades sdo representadas por bandas claras - resultantes da

degradacéao da gelatina. As bandas foram quantificadas pelo software ImageJ.

3.9 Ensaio de capacidade fagocitica
O processo de fagocitose pode ser quantificado em macréfagos usando

bioparticulas de E. coli marcadas com sondas fluorescentes. Quando
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internalizadas pelos macrofagos, as particulas emitem fluorescéncia que pode
ser quantificada. Para tal, as células passaram pela transfeccdo seguida dos
tratamentos de 24 horas e foram submetidas ao ensaio de fagocitose com o
“Vybrant Phagocytosis Assay Kit” (Eugene, EUA). Os procedimentos foram
executados de acordo com as instrugcdes fornecidas pelo protocolo do ensaio.
As fluorescéncias foram quantificadas em um espectrofotbmetro de

fluorescéncia (i5 Softmax- Molecular Devices, EUA).

3.10 Ciclo celular

As células foram submetidas aos tratamentos seguidos do
procedimento de siRNA para BRCA-1, raspadas, centrifugadas e suspendidas
em tampao de lise (10mM PBS, 0,1% v/v Nonidet P-40, 1,2 mg/mL spermina, 5
pg/mL RNAse, e 2,5 ug/mL iodeto de propideo, pH 7,4). As amostras foram
mantidas em gelo por 10 minutos. O conteddo de DNA foi determinado por
citometria de fluxo com uso do aparelho FACSCalibur e quantificado pelo

software CellQuest (BD Biosciences, San Jose, EUA).

3.11 Sulforodamina B

O ensaio foi utilizado a fim de avaliar a capacidade dos tratamentos
interferirem no crescimento celular. As células foram silenciadas e tratadas em
placas de 96 pocos. Apds os tratamentos as células foram fixadas com acido
tricloroacético 10% por 60 minutos a 4°C. As placas foram lavadas 5 vezes
com agua destilada em baixa temperatura. O excesso de agua foi decantado e

as placas foram secas a temperatura ambiente. Foi adicionado 100 yL de SRB
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(0,4% em 1% &cido acético) em contato com as células por 30 minutos. As
células foram lavadas até o0 momento em que somente restassem as ceélulas
marcadas com SRB nos pocos. As placas foram, novamente, secas e em
seguida adicionado Tris-base 10 mM nos pocos e as células marcadas
solubilizadas. A absorbancia, quantificada em 492nm, é proporcional a

guantidade de proteinas celulares de cada amostra.

3.12 Ensaio de gene reporter para NF-kB

Células foram plaqueadas em placas de 96 pocos com confluéncia de
5x10° células por poco e mantidas por 24 horas prévias a transfeccdo. As
células foram co-transfectadas com a mistura de 100 ng do plasmideo
contendo luciferase ligada a elemento responsivo para Nf-KB (pGL4.32 Luc2P-
NF-kB® Promega) e 10ng do plasmideo luciferase-rennilla (p-RL-TK®
Promega). Os tratamentos foram feitos e apos 3h foram quantificadas as
atividades com o “kit Dual-Glo®” (Promega). As células também foram
transfectadas com vetor para proteina GFP para monitorar a eficiéncia do

procedimento.

3.13 Docking molecular BRCA-1/p65, analise estrutural, calculo de
interacado energética e termoestabilidade

As estruturas resolvidas com identificacdo PBD 1T15 (CLAPPERTON et
al., 2004), 1T29 (SHIOZAKI et al., 2004) e 4Y18 (WU et al., 2016) foram
utilizadas como receptores nos calculos de docking molecular, correspondendo

a estrutura da proteina BRCA-1 humana. A estrutura proteica resolvida com
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PDB ID 2I9T(ESCALANTE et al., 2002) (chain A) foi usada como ligante,
representando a proteina p65 de origem humana. A diversidade das resolugfes
de docking foi incrementada com o uso de 3 representacOes diferentes da
estrutura de BRCA-1 obtidas pelo software PIPER via ClusPro 2.0(COMEAU et
al., 2004; KOZAKOQV et al., 2006). Todas as modelagens foram feitas livre de
restricbes: sem escolha de pontos de partida na superficie de BRCA-1,
permitindo que p65 buscasse o0 sitio mais adequado para a interacdo. Os
resultados foram agrupados por seus respectivos resultados e submetidos a
analise de interacdo proteina-proteina pelo software FoldX (SCHYMKOWITZ et

al., 2005).

Mutagbes em BRCA-1 sobre a termoestabilidade do complexo BRCA-1-
p65: O célculo de energia relacionado a mutacdes foi utilizado para medir o
efeito de mutacdes pontuais na afinidade de ligacdo do complexo BRCA-1 com
p65. Mutagéneses foram aplicadas usando Pssm command of FoldX, o qual
modifica aminoacidos na estrutura da proteina por alaninas. A estabilidade do
complexo foi calculada pelo programa FoldX e o valor de AAG foi estimado
pela subtracéo da interacdo encontrada com a proteina em sua forma nativa da
encontrada na proteina mutada. Valores foram interpretados de acordo com
Frappier et al (FRAPPIER; CHARTIER; NAJMANOVICH, 2015; FRAPPIER,;

NAJMANOVICH, 2014).

3.14 Imunocitoquimica
A técnica de imunocitoquimica foi utilizada a fim de investigar a

imunolocalizacdo de BRCA-1 e p65 apdés a ativacdo de macréfagos na
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presenca ou auséncia de BRCA-1. Resumidamente, células da linhagem RAW
264.7 foram semeadas em placas de 24 poc¢os (80.000 células / pocgo) e
transfectadas com 50 nM de BRCA-1 ou controle (scramble) de siRNA. Apés
24 horas, foram estimuladas com LPS (1ug / mL) ou CMC6 por 1 hora. As
células foram entdo fixadas em paraformaldeido a 4% por 30 minutos,
bloqueadas em T-PBS (0,5% Tween-20) contendo 5% de albumina sérica
bovina (BSA) por 1 hora, diluidas em solu¢éo salina a 0,5% de tampé&o Tween-
20 / fosfato (T-PBS), seguido de permeabilizagdo com PBS contendo 0,1% de
Triton X-100 por 30 min. As células foram incubadas durante a noite a 4°C com
anticorpos primarios para BRCA-1 (Santa Cruz SC-646) e p65 (Cell Signaling #
6956), ambos com uma diluicdo de 1: 500. Apos 3 lavagens de 10 minutos,
incubaram-se o0s anticorpos secundarios conjugados Alexa Fluor 488/555
(Invitrogen) durante 2 horas a temperatura ambiente. As células foram cobertas
com meio de montagem contendo 70% de glicerol e DAPI (Invitrogen). As
imagens de fluorescéncia foram obtidas por microscopia Optica com o aparelho
EVOS® FL (AMAFD1000 - Thermo Fisher Scientific; MA, EUA). As anélises de
densitometria foram realizadas com o software ImageJ®. Os dados foram
calculados em comparacdo com 0 grupo controle e expressas como unidades

arbitrarias.

3.15 Marcacao com laranja de acridina

O corante laranja de acridina é capaz de atravessar a membrana da
célula e, quando presente no citoplasma, emite luz laranja, que em pH &cido &
reduzido e emite luz verde. A emissdo de luz verde indica a presenca de
vesiculas autofagicas acidas, que estado relacionadas ao processo de autofagia.

Para esta analise, as células tratadas foram raspadas e suspendidas em PBS
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contendo acridina a 1uM por 15 minutos. Apds, as fluorescéncias foram
detectadas em um citdbmetro de fluxo FACSCalibur. As células positivas para
acridina foram quantificadas pelo software CellQuest (BD biosciences, San

Jose, EUA).

3.16 Analises estatisticas

Os resultados estdo representados por média + erro padrdo com
significancia de p<0,05. A analise estatistica foi feita por ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey entre todos 0s grupos de tratamento ou por teste —t
de Student entre 0 mesmo tratamento com expressdo constitutiva e com

silenciamento de BRCA-1.
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4. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo inseridos em dois capitulos: Capitulo I,
sob a forma de artigo cientifico aceito para publicacdo; Capitulo I, resultado

complementar ao artigo, porém nao anexado na publicacéo.

Capitulo | - Artigo publicado

Artigo anexado, intitulado “BRCA-1 depletion impairs pro -infammatory

polarization and activation of RAW 264.7 macrophages

in a NF-kB -dependent mechanism” publicado em 2019 no periddico

cientifico Molecular and Cellular Biochemistry.
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Abstract

BRCA-1 is a nuclear protein involved in DNA repair, transcriptional regulation, and cell cycle control. Its involvement in other
cellular processes has been described. Here, we aimed to investigate the role of BRCA-1 in macrophages M(LPS), M(IL-
4}, and tumaor cell-induced differentiation. We used siRNAs to knockdown BRCA-1 in RAW 2647 macrophages exposed
to LPS, IL-4, and C6 glioma cells conditioned medium (CMC6), and evaluated macrophage differentiation markers and
functional phagocytic activity as well as DNA damage and cell survival in the presence and absence of BRCA-1. LPS and
CMC6H, but not by IL-4, increased DNA damage in macrophages, and this effect was more pronounced in BRCA- | -depleted
cells, including M(IL-4). BRCA-1 depletion impaired expression of pro-inflammatory cytokines, TNF-a and IL-6, and
reduced the phagocytic activity of macrophages in response to LPS. In CMCé-induced differentiation, BRCA-] knockdown
inhibited TNF-@ and [L-6 expression which was accompanied by upregulation of the anti-inflammatory markers IL- 10 and
TGFF and reduced phagocytosis. In contrast, M(IL-4) phenotype was not affected by BRCA- 1 status. Molecular docking
predicted that the conserved BRCA-1 domain BRCT can interact with the p65 subunit of NF-xB. Immunofluorescence assays
showed that BRCA- 1 and p65 co-localize in the nucleus of LPS-treated macrophages and reporter gene assay showed that
depletion of BRCA-] decreased LPS and CMCé6-induced NF-kB transactivation. IL-4 had no effect upon NF-xB. Taken
together, our findings suggest a role of BRCA-1 in macrophage differentiation and phagocytosis induced by LPS and tumor
cells secretoma, but not IL-4, in a mechanism associated with inhibition of NF-kB.

Keywords BRCA-1 - Inflammation - M(LPS) and M{IL-4) polarization - Macrophage activation
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profiles. Classical activation is stimulated by toxic sub-
stances from microbial agents such as LPS (lipopolysac-
charide) as well as cytokines derived from T helper cell
type | (Thl cells), and interferon Y (IFN-Y'). This subtype
15 associated with an increased production of pro-inflam-
matory cytokines, namely TNF-c., IL- 1, IL-6, and IL-12,
which are involved in cytotoxic responses [2, 3]. On the
other hand, alternative macrophages are typically induced
by Th2 eytokines (IL-4 and/or IL-13), and are character-
ized by anti-inflammatory, immune suppressive, and tis-
sue repair responses [4]. For instance, IL-4 stimulates the
production of anti-inflammatory cytokines such as IL-10,
TGF-fi, and IL-1R antagonists and inhibits the production
of pro-inflammatory cytokines [5-8].

In the tumor microenvironment, cancer cells have been
shown to suppress immune responses through upregulation
of anti-inflammatory cytokines [9-11] and downregula-
tion of antigen presentation [12], causing an expansion of
immunosuppressive cells such as regulatory T cells [9]. In
addition to T cells, there is growing evidence that tumaor-
associated macrophages (TAM) may also exert anti- or
pro-tumoral roles depending on the phenotype they acquire
once they are recruited into the tumor site. In the classi-
cal phenotype, macrophages participate in tumor surveil-
lance and eradication. However, a significant population of
TAM is characterized by an anti-inflammatory phenotype,
which seems to be pivotal for tumors to succeed. At a gene
expression and proteomics level, TAM differs from alterna-
tive phenotype obtained in vitro, although it retains expres-
sion of several anti-inflammatory markers such as high IL-4,
IL-10, IL-13, TGF-f. and low IL-12 [13, 14]. TAM shows
an impaired capacity to scavenge cancer cells and may pro-
maote tumor progression via secretion of soluble factors, such
as cytokines [15, 16].

BRCA-1 is a nuclear protein involved in DNA repair,
transcriptional regulation, ubiguitination, and cell cyele
control [ 17]. Germinal mutations in BRCA-] are associated
with early onset breast and ovarian cancers, which is attrib-
uted to genomic instability caused by impaired homologous
recombination (HR) repair in BRCA-1 patients [18, 19].
However, novel functions for BRCA-1 have been described.
Some studies have reported a role for BRCA-] in antioxi-
dant [20] and immune responses in sepsis [21]. BRCA-]
germinal mutation also seems to be associated with unhal-
anced eytokine production in peripheral blood mononuclear
cells [22]. In addition, BRCA-1 can hind to transcription
factors, such as p53, ATF1, STAT-1 and the Jun family of
proteins, thereby modulating transcription [23-26]. Previous
studies also have demonstrated that BRCA- | can physically
interact with the NF-kB subunit p65/RelA, increasing its
transcriptional activity, as well as regulating DNA douhble-
strand break repair via formation of a pA5/RelA-BRCA-1-
CtIP complex [27, 28].

@ Springer

NF-kB is a transcription factor that participates in broad
range of cellular processes, playing a key role in inflamma-
tion and tumor development, and its activation in both can-
cer cells and macrophages has been associated with tumor
formation [29-31]. Activation of TLEs, IL-1RK, or TNFR
leads to the activation of the IKK complex (consisting of
IKKo, IKK[, and NEMO). This triggers phosphorylation
of IKK [, which in tum, promotes phosphorylation, ubigui-
tination, and subsequent degradation of [kBs. Degradation
of IxB releases free NF-xB (p65/p50 heterodimer) which,
in turn, translocates into the nucleus, binds to the promoters
of inflammatory genes, and stimulates transcription. This
canonical NF-xB pathway activation is a key component of
macrophage polarization, phagocytic function, and main-
tenance of pro-inflammatory status of macrophages [32].
In contrast, TAMs present decreased NF-xB activity and
reduced phagocytosis, which contributes to tumor survival
[32, 33]. However, whether and how BRCA-1 and p635 inter-
act to modulate macrophage polarization and function are
not well understood.

The aim of this study was to investigate the mole of
BRCA-1 during the differentiation of macrophages into
MI(LP5) and M{IL-4) phenotypes in a model of RAW
264.7 murine monocytes, as well as cells exposed to cancer
cell conditioned medium (secretoma) as a model of TAM.
Cytokine production and other markers of differentiation,
phagocytic function, DNA damage. cell cycle, and sur-
vival—as well as the BRCA-1/p65 NF-kB localization and
NF-kB transcriptional activity—were evaluated. We dem-
onstrated that BRCA-1 contributes to M{LPS5) and TAM,
but not M(IL-4) differentiation, which were characterized by
altered patterns of phenotype-specific cytokine production,
reduced NF-kB/BRCA-1 co-localization and NF-xkB activ-
ity, and impaired phagocytic activity in BRCA-1-depleted
macrophages.

Materials and methods
Chemicals

Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli (cat.:
L2630), interleukin-d {cat.: [1020), sulforhodamine B (cat.:
51402). ELISA kits to TNF-a (cat.: RABO4TT), IL-6 (cat.:
EABO30E), and IL-10 (cat.: RABO245), propidium iodide,
and acridine orange were purchased from Sigma-Aldrich.
Material and reagents for electrophoresis were from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Protease inhibitors were provided by
Roche (Welwyn Garden City, UK). Anti-f-actin (#3700),
anti-p63 (#6956), and HREP-linked anti-IgG (#58802)
antibodies were from Cell Signaling Technology (USA).
BRCA-1 small interfering RNA (siRNA) (cat.: SC-29824)
and anti-BRCA-1 antibody (cat.: SC-135731) were from
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Santa Cruz Biotechnology. The scrambled siRNA sequence
(AM4635) was purchased from Invitrogen.

Cell cultures

EAW 264.7 macrophage cell line and C6 glioma cells were
obtained from American Type Culture Collection (ATCC)
(Rockville, Maryland, USA). The cells were maintained in
Dulbeceo’s modified Eagle medium (DMEM ) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 pg/ml streptomycin,
and 100 U/ml penicillin G at 37 *C and 3% C0, in humidi-
fied incubator. Cells were used in the tenth passage in all
experiments.

BRCA-1 knockdown by siRNA

For BRCA-1 knockdown, the cells were transfected using
the Lipofectamine RNAiMax reagent (Invitrogen, USA)
mixed with BRCA-1 siRMNA (or scrambled control siENA)
at a 50 nM final concentration following manufacturer’s pro-
tocol. After 24 h of transfection, the medium was replaced
by the treatments described below. Efficiency of BRCA-]
knockdown at a protein and gene expression levels was con-
firmed by western blot and gRT-PCR, respectively.

M(LPS), M{IL-4), and TAM differentiation protocols

24 h after BRCA-1 knockdown, the cells were treated with
LPS (1 pg/mL), IL-4 (20 ng/mL) or CMC6H (conditioned
medium from C6 gliomas) to obtain profiles of M(LPS),
MIL-4) [34], and TAMs [35, 36], respectively. LPS and
IL-4 were diluted in DMEM containing 1% FBS. CMCo
was prepared from C6 cells seeded at a T0-80% conflu-
ence in DMEM supplemented with 1% FBS for 24 h; the
medium was collected and centrifuged at 1000 g for 5 min
to remove cell debris and, thereafter, it was diluted at a pro-
portion of 2:1 with fresh DMEM containing 1% FBS added
to RAW 264.7 cells. Analysis of differentiation markers (by
RT-gPCE and ELISA) and functional cell assays (comet,
phagocytosis, cell cyele, viability, zymography) were carried
out 24 h after inducing differentiation.

Comet assay (DNA damage assay)

Briefly, 23 10° cells in 20 pL. PBS were mixed with 80 pL of
low-melting agarose (0.75%) and added to a 1.5% agarose-
coated microscope slide. The slides were placed into a lysis
solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10.5,
1% Triton X100, and 10% DMSO) for 24 h at 4 °C, and
then the DNA was denatured in alkaline solution { 300 mM
NaOH and 1 mM EDTA). Afterward, electrophoresis was
performed for 20 min at 25 V (0.90 Viem; 300 mA), and
then the samples were neutralized with 400 mM Tris (pH

7.5), washed with (H-0, and stained with SYBR safe. Hun-
dred cells per sample were counted and classified based on
the tail length using a fluorescence microscope. Damage
Index (D) was calculated as follows: DI=[(n"typel) =14+
in“type) % 2+(n"typed) x 3+ (n"typed) x 4] where “n” type
X' is the number of cells carrying a type X of DN A damage.

Waestern blot

Total cell lysates (30 pg of protein guantified by Bradford
method) were separated by SDS-PAGE and electro trans-
ferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were
stained with Ponceau 5, rinsed with TBS-T, blocked with 5%
bovine serum albumin in TBS-T (1 h), and incubated with
primary antibodies (1:1000; 4 °C, overnight). Thereafter,
the membranes were incubated with HRP-linked anti-IgG
(1:3000, 2 hiroom temperature ) and then with SuperSignal®
West Pico chemiluminescent substrate { Thermo Scientific).
Images were captured by CCD camera (GE ImageQuant
LAS 4000).

qRT-PCR

Total RNA was extracted from cells using TRIzol rea-
gent (Thermo Fisher Scientific) according to the manu-
facturer’s instructions. The cDNA was synthesized using
High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystem, USA) from (1.5 pg of total RNA. Quantitative
RT-PCR reactions were performed in triplicate for each
sample using 7500 Real-Time PCR System thermocycler
(Applied Biosystems, USA) and Power SYBR Green PCR
kit (Applied Biosystems, USA). The reactions were carried
out in 25 pL following manufacturer’s instructions, under
appropriate conditions for each primer pair. Sequence prim-
ers to TNF-x (F: AGACCCTCACACTCAGATCA: R: CTG
GOAGTAGACAAGGTACAAC), IL-6 (F: GGCCTTCCC
TACTTCACAAG; R: TTCCACGATTTCCCAGAGAAC),
TGF-f (F: CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA: R: CGTGGA
GTTTGTTATCTTTGCTG) and GNE2L (F: GAGTGTGGC
CTTCTCCTCTG: R: GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC)
were designed and obtained from Sigma-Aldrich and wsed
in a concentration of 100 nM. Quantification was performed
using the 272" method. GNB2L was used as the house-
keeping gene control.

Determination of cytokine levels (ELISA)

Twenty-four hours post-differentiation, EAW 264.7 super-
natants were collected and TWNF-a, IL-6, and IL-10 levels
were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), according to the manufacturer’s instructions
(Sigma Aldrich).

@ Springer
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Phagocytosis assay

The phagocytic activity of macrophages was quantified
using E. coli fluorescent-labeled particles. Briefly, RAW
264.7 cells were silenced to BRCA-1 and then treated for
24 h with LPS, IL-4 or CMC6. At the end of treatments,
phagocytosis was assessed according to Vybrant™ phagocy-
tosis Kit (Life Technologies). Fluorescence was guantified
in a fluorescence spectrophotometer (15 Softmax-Molecular
Devices, USA) set at 480 nm/S520 nm (excitationemission).

Gelatin zymography

Culture media were removed and equal amounts of proteins
(approximately 40 pg/lane) were separated by electropho-
resis at 120V in 8% polyacrylamide gels containing 0.2%
gelatin (Sigma Aldrich cat. #G9382) in the absence of reduc-
ing agent. Following electrophoresis, the gel was washed
thrice (30 min each) in 2.5% Triton X-100 at a pH 7.5 to
remove SDS, followed by three washes in distilled water at
room temperature. The gel was subsequently incubated at
37 °C for 14=16 hin reaction buffer (50 mM Tris base, NaCl
150 mM. ZnCl, 1 mM, sodium azide 0.02%. CaCl, 10 mM,
pH ). Under these conditions, gelatinases present in the
samples get renatured and activated. White zones with gels,
which indicate gelatin-degrading activity, were revealed by
staining with Coomassie Brilliant Blue R-2500.1%. Densi-
tometry analyses were performed with the Imagel]™ software.
Data were calculated as compared to control/undifferentiated
EAW 264.7 cells and expressed as arbitrary units.

Cell cycle analysis

The cells were collected after treatment, centrifuged, resus-
pended in 500 pL Iysis buffer (10 mM PBS, 0.1% v/v Noni-
det P-40, 1.2 mg/mL spermine. 5 pg/mL ENAse, and 2.5 pg/
mL propidium iodide/PL pH 7.4) and incubated for 10 min
on ice. The DNA content was determined by FACS and ana-
lyzed by CellQuest” software (BD Biosciences, USA).

Sulforhodamine B assay (SRB)

This colorimetric assay was performed to estimate the cell
numbers indirectly by staining total cellular protein with
sulforhodamine B (SEB) [37]. The cells were plated onto
96-well plates, treated with LPS, IL-4 or CMC6 and, there-
after, fixed with 100 pL of ice-cold 40% trichloroacetic acid
for 1 h at 4 °C. Plates were then washed five times with cold
water and left to dry. SRB solution (50 pL; 0.4% SEB in
1% acetic acid) was added to each well and incubated for
30 min. The cells were then washed four times with 1%
acetic acid and air-dried. Afterward, 100 pL of 10 mM Tris-
base at pH 10.5 was added to each well to solubilize the dye.

@ Springer

The plates were gently shaken for 20 min and the absorb-
ance was read at 492 nm. Cell numbers were calculated as
the percentage absorbance compared to the absorbance of
untreated controls.

Reporter gene assay

EAW 264.7 cells seeded in 96-well plates were transfected
with 100 ng of a vector containing a responsive element to
NF-kB driving Firefly luciferase (pGL4.32 Luc2P-NF-xB"
Promega) and 10 ng constitutive Renilla luciferase con-
struct (pRL-TK™ Promega) per well. The transfection was
carried by ViaFect” reagent (Promega) and Opti-MEM.
siRMNAs particles were transfected along with the plasmids.
Cells were also transfected with GFP vector to monitor the
efficiency of transfection, and an empty vector was used
as negative control as previously described by our group
[38]. Thereafter, 3 h of LPS, IL-4 or CMC6 treatments was
applied, the cells were lysed and luciferase activity was
assessed using the Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Pro-
mega). Results were expressed as the ratio between Firefly
and Renilla luciferases and expressed as relative to control
groups (considered as RLU = 104).

Molecular docking, structural analyses,
and interaction energy calculation

The protein structures under PDB [Ds [T15 [39], 1T29 [40],
and 4% 18 [41] comesponding to the human BRCA-1 protein
were employed as the receptor in the molecular docking cal-
culations, while PDB 1D 219T (chain A) [42] correspond-
ing to the human protein p63 was employed as the ligand.
To increase the diversity of docking solutions, calculations
were performed with three representations of the structure
of BRECA-1 on PIPER via ClusPro 2.0 [43, 44]. All docking
calculations were performed without restrictions; that is, pb3
protein was free to search the entire BRCA-] surface for its
preferential binding site. Docking results were clustered by
their own docking scores and then submitted to an interac-
tion energy calculation by FoldX [45].

Immunocytochemistry

The immunocytochemistry technigue was used to investi-
gate the immunolocalization of BRCA-1 and pb3 following
macrophage activation in the presence or absence of BRCA-
. Briefly, RAW 264.7 cells were plated in 24-well plates
(B0.000 cells/well) in complete medium and transfected
with 50 nM of BRCA-1 or scramble siRNA. After 24 h,
the cells were stimulated with LPS (1 pg/mL) or CMC6 for
| h. The cells were then fixed in 4% paraformaldehyde for
30 min, blocked in T-PBS (0.5% Tween-20) containing 5%
BSA for | h, diluted in 0.5% Tween-20/Phosphate buffer
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saline (T-PBS). followed by permeabilization with PBS
containing 0. 1% of Triton X- 100 for 30 min. The cells were
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies against
BRCA-1 (Santa Cruz 5C-646) and p65 (Cell Signaling
#6956) bothat a 1:300 dilution. After washing, Alexa Fluor
488/555 conjugated anti-rabbit and anti-mouse antibodies
(Invitrogen) were incubated for 2 h at room temperature. The
cells were covered with mounting medium containing 70%
glycerol and DAPI (Invitrogen). Fluorescence images were
obtained with a Microscopy EVOS™ FL Auto Imaging Sys-
tem (AMAFD]000—Thermo Fisher Scientific; MA, USA).
Densitometry analyses were performed with the Image]™
software. Data were calculated as compared to control/undif-
ferentiated RAW 264.7 cells and expressed as arbitrary units.

Statistical analysis

Results were expressed as average values + standard error
(SEM). The data presented herein were the results of at least
three independent biological and experimental triplicate
experiments. Statistical analyses and graphical layout were
carried out in GraphPad Prism 5 software. Statistical sig-
nificances were determined by one-way ANOVA followed
by Tukey's post hoc test for comparison among multiple
groups and t test for comparison between two groups with
significance of p<0.05.

Results

BRCA-1 regulates DNA damage and cell viability
in RAW264.7 macrophages

We, first, down regulated BRCA-] expression in murine
cell line RAW 264.7 using siRNA. The mENA and protein
levels of BRCA-T decreased after 24 h as assessed by gqRT-
PCE and western blot, respectively (Fig. la, b). After 24 h
of BRCA-1 knockdown, RAW 264.7 cells were stimulated
for an additional 24 h with LPS, [L-4 or CMC6 to obtain
MILPS). M(IL-4), and TAMs macrophages phenotypes,
respectively. LPS, IL-4, and CMOC6 treatments had no effect
upon BRCA-] protein immunocontent, and siRN A-mediated
BRCA-] depletion was maintained during differentiation
irrespective of the inducing agent (Fig. le). Macrophages
stimulated with LPS, and CMC6 in a lower extend, showed
an increase in DNA damage score in the comet assay, which
indicates DNA strand breaks and fragmentation; this effect
was even more pronounced in BRCA-1-depleted cells. On
the other hand, differentiation with IL-4 had no impact upon
DNA damage. even though BRCA-1 downregulation led to
increased damage when compared to untreated BRCA-|
silenced cells (Fig. 1d). Inflammatory insults, such as expo-
sure to LPS, induce cell cycle arrest [46]. Here, at end of

the treatment, LPS and CMC6 increased the cells in G1f
G0, which was accompanied by a decrease in 5 phase cell
population, and were not affected by BRCA-] knockdown
(Fig. le). Again, IL-4 did not change cell cycle distribution
(Fig. le). When cell density was analyzed by SRB stain-
ing. cells exposed to CMC6 displayed a slightly, but statis-
tically, significant decrease in cell numbers whereas LPS
and IL-4 showed no difference compared to controls at 24 h
differentiation. When differentiation was carried in BRCA-]
knocked-down cells, we noted a~25% decrease in cell num-
bers in MILPS) and CMC6-treated macrophages whereas
M{IL-4) macrophages cell numbers were not affected by
BRCA-1 status (Fig. If).

BRCA-1 effects upon cellular morphology,
inflammatory profile, and phagocytic function
of differentiated macrophages

Macrophages are immune cells which present a higher
phenotypical plasticity and assume different morphologies
according to the stimuli, as shown by phase microscopy
after treatment with LPS, IL-4, and CMC6 (Fig. 2a). Cells
treated with LPS and CMC6 displayed expansion of plasma
membrane and presence of cytosolic vesicles, while cells
treated with IL-4 did not show any significant morphological
changes compared to the control (Fig. 2a). It s is well rec-
ognized that exposure of monocytes/macrophages to LPS,
IL-4, and tumor conditioned medium increases the expres-
sion of secretion of cytokines which can be associated with
M1- and M2-like and TAM macrophage phenotypes. TNF-
a, fL-6, and TGF-F mRNA levels were quantified in cell
lysates by RT-gPCR while TNF-a, IL-6, and IL- 10 secre-
tion were detected in the cell culture media by ELISA. As
shown in Fig. 2, the cells treated with LPS displayed a pro-
inflammatory phenotype characterized by upre gulation of
TNF-g and JL-6 at mENA and protein level whereas the
anti-inflammatory mediators TGF-F and [L- 10 remained
unaltered (Fig. Zb—g). In keeping with the alternative pheno-
type. stmulation with IL-4 did not change the expression of
pro-inflammatory cytokines (Figs. 2b, ¢ and 3e, f) while the
anti-inflammatory TGF-F (Fig, 2d) and [L- 10 (Fig. 2g) sig-
nificantly increased. CMC6 elicited a more complex pattern
of expression (in keeping with profiles typically observed in
TAM) by inducing TNF-w, IL-6, and IL- 10, but not TGF-
J. Following LPS treatment, BRCA-1 depletion resulted
in reduced levels of TNF-a and /L-6 mENA, and TNF-x
protein content, whereas no effect of BRCA-] knockdown
upon TGF-F and IL-10 was observed (Fig. 2b-g). On the
other hand, in the M(IL-4) differentiation protocol, BRCA-]
knockdown impacted neither TGF-F nor [L- 10 upregulation.
At last, the CMC6H model of TAM produced a very interest-
ing cytokine profiling. BRCA-1 knockdown inhibited TWVF-x
and fL-6 mENA and protein induced by CMC6, as well as
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compared to scrambled controls.

We next went on to evaluate whether BRCA-1 deple
tion affects macrophage cell function following LPS-,
IL4-, and CMCé-induced differentiation. The phagocytic
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capacity of macrophages exposed to fluorescein-labeled E.
coli increased after treatments with LPS and CMC6, but
not with [L-4, and BRCA-1 knockdown impaired LPS- and
CMC6H-induced phagocytosis (Fig. 2h). We also evaluated
matrix metalloproteinase 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9)
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4Fig. 1 The impact of BRCA-1 downregulation by siRNA on DNA
damage accumulation, BRCA-1 wrnover, cell cyele, amd viability
after macrophage exposition w LPS, IL-4, and conditioned medium
obtained from C6 glioma cells (CMCa) Fimst, RAW 2647 mac-
rophages were tmnsfected for 24 hoin the presence or absence of
BRCA-1 siENA (50 nM) confirmed by BRCA-1 immunocontent
(a) and mENA levels (b). After 24 h of transfection, RAW 2647
macrophages were treated with LPS (1 pg/mL), IL-4 (20 ng/mL),
and CMO6 for 24 h in the presence or absence of BRCA-1 siRNA
(50 nM). ¢ Representative western blot shows BRCA-1 immuno-
contents in RAW 2647 macrophages ot the end of all reatments. d
Quantification of comet assay and four types of tail length were cho-
sen between samples o estimate DNA Damage Index. ¢ Cell cvele
analysis by flow cyvtometry and £ SRB incorporation assay “p =005
when comparesd with the contml, Bp< 001 compared w0 control,
fp < (L0 when compared with the contral. ##p< (001 when com-
pared between cells showing the downregulated and normal expres-
sion of BRCA-1 under the same tremtment (n=3 in hiological and
experimental triplicate, one-way ANOVA followed by Tukey's post
hoe test for multiple groups comparison and f test between columns)

activities in the culture medium after the treatment (Fig. 2i).
We observed an increase in MMP-9 and MMP-2 activities in
the LP3- and CMC6-treated groups, but not IL-4, as com-
pared to the control. Knockdown of BRCA-] had no effect
upon these enzymes activities. These results reiterate that
BRCA-1 is important to M(LPS) and TAM differentiation of
macrophages, therehy, impacting their phagocytic function.

Role of BRCA-1 in NF-kB activation in LPS-
and CMC6-differentiated macrophages

NF-sB is a transcription factor typically induced by LPS
and other pro-inflammatory contexts. Because BRCA-|
depletion impaired inflammatory gene expressions in LPS-
and CMC6-induced macrophage polarization, we decided
to evaluate whether BRCA-1 may affect NF-xB activation.
We assessed the transcriptional activity of NF-xB using a
reporter gene assay coupled to luciferase expression. There
was a tenfold increase in luciferase activity in cells treated
with LPS and an eightfold increase in cells treated with
CMC6 as compared to control, indicating that these treat-
ments promote transactivation of NF-kB. BRCA- 1 showed
to be important on this response, given that BRCA-1 deple-
tion significantly reduced NF-xB-driven luciferase activity
in both LPS and CMC6 differentiation protocols (Fig. 3a).
Exposure to IL-4 caused no impact upon NF-kB reporter
activity. This TL-4 lack of effect is in accordance with the
literature, since it is well described that [L-4 inhibits NF-kB
signaling through STAT3 and STAT6G upstream activation
[32]. Once it was evident that BRECA-1 was able to modu-
late inflammatory cytokines and NF-xB transactivation
in macrophages, we decided to investigate whether these
events occur as a result of the interaction between NF-xB
and BRCA-1 as previously demonstrated [28]. The resi-
dues on the interacting domain between BRCA-] and p63

were analyzed and compared with the residues that interact
between BRCA-1 and the phosphorylated proteins on the
BRCT domain from the PDB structures 1T15, 1T29, and
4% 18, Docking complexes that presented conserved resi-
dues were selected and submitted to an interaction energy
calculation. Complexes 1T29-219T, 4Y18-219T, and IT15-
219T presented interaction energies of — 13,13, — 1698,
and — 18.16 kcal/mol, respectively. The complex which
presented the lowest interaction energy was selected to
represent the putative model. The residues K1702, R1699,
L1657, and G1656 from BRCA-1 were present on all com-
plexes forming hydrogen bonds with the residues of p65 and
were mutated to assess their effects on the thermostability
of the docking complex (Fig. 3b-d). In addition, two can-
cer causing mutations in BRCA-1, F1695L, and D1733G
[47]. were also subjected to mutagenesis. Only K1TO2ZA
and G1656A had a destabilizing effect on the docking com-
plexes, with AAG values of 2,01 and 0.58 keal/mol, respec-
tively; all other mutations were neutral (Fig. 3e). Based on
these results, we next sought to investigate if BRCA-1 could
interfere on NF-kB localization in the cell. Presence of the
NF-kB subunit p65 in the nucleus is a key step of canonical
NF-EB pathway activation which cumulates into pro-inflam-
matory gene expression during inflammatory insult. This
is critical step for M{LPS) differentiation of macrophages
[32, 48]. Figure 3f shows that RAW 264.7 macrophages
treated with LPS or CMC6 showed increased levels of p63,
which was merged with DAPI staining i the nuclear com-
partment as soon as | h post-exposure to LPS and CMC6.
Moreover, treatments caused co-localization of BRCA-1/p65
as assessed by merged images. In contrast, knockdown of
BRCA-] decreased both BRCA-1, as expected, as well as
the NF-kB p65 subunit nuclear staining followed by LPS
and CMC6 stimulation, indicating that BRCA-1 expression
is an important factor for pA5 nuclear presence during pro-
inflammatory contexts (Fig. 3g, h). This is in agreement
with previous data which described that BRCA-1 acts as
a co-activator of NF-xB via interaction with p63, thereby
increasing its nuclear activity [28].

Discussion

To characterize the importance of expression of BRCA-]
in macrophage differentiation toward M{LPS), M{IL-4)
or TAM phenotypes, we depleted BRCA-1 in RAW 264.7
macrophages and, subsequently, stimulated differentiation
in vitro. We obtained a typical pro-inflammatory pheno-
type following stimulation with LPS, an anti-inflamma-
tory phenotype using [L-4 as the stimulant {as previously
described by Zanin et al. [34]). In addition, a TAM profile
was induced with CMC6, which comprises several soluble
factors secreted by glioma cells that have been implicated
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Fig.2 Cell cycle, inflammatory markers, MMPs activity, and phago-
cytic capacity in RAW 264.7 macrophages. The cells were treated
with LPS, IL-4, and CMC6 for 24 h in the presence or absence of
BRCA-1 siRNA. a Phasecontrast microscopy of cells at the end of
treatments. b TNF-a, ¢ IL-6, and d TGF-f expression were quanti-
fied in the cellular content by RTqPCR. ELISA assay was per-
formed to detect ¢ TNF-a, £ IL-6 and g IL-10 protein content in
culture medium. h Phagocytosis capacity was measured using luo-
resceincoupled beads. i Gelatin zymography was performed in cul-
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in recruitment and activity of microglia and macrophages
including monocyte chemotactic protein-1 (Mcpl) [49],
Mep3 [50]. Cxerll-Cxerl [51]. GDNF (glial cell line-
derived neurotrophic factor) [52], transforming growth
factor-fil (Tgfbl)., macrophage inhibitory cytokine-1 [53,
541, and granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor [55]. We found that BRCA-] seems to be an important
factor to macrophage differentiation induced by LPS and
CMC6, given that BRCA-1 depletion reduced the cytokines
related to the M{LPS) and CMC6 phenotype. and also
increased anti-inflammatory in the CMC6 model. Depletion
of BRECA-] has aminor/no impact on M({IL-4) macrophages
stimulated with IL-4. TNF-w and IL-6 markers were attenu-
ated, while IL-10 and TGF-f increased in cells downregu-
lated for BRCA-] expression. Previous studies corroborate
our findings, in which TNF-x-dependent signaling as well
as [L-6 production was compromised in monocytes isolated
from healthy females with germline mutations of BRCA-|
when stimulated with LPS [22]. In contrast to fL-0 mEN A,
it is noteworthy that LPS-induced [L-6 protein secretion was
not abrogated in BRCA- silenced cells, indicating that other
alterations, such as the modulation of recycling endosomes,
can influence differential secretion of TNF-x and IL-6 dur-
ing inflammatory responses [56]. With regard to CMC6-
induced macrophage differentiation, it is well described that
TAMs gene expression profiles may simultaneously include
a variety of inflammatory markers found in both M{LPS) and
M{IL-4) profiles [16]. In our model, CMC#H induced both
TNF-wx, IL-6 as well as [L-10, and BRCA-1 depletion attenu-
ated pro-inflammatory genes (ie., TNF-a and IL-6) while
increased anti-inflammatory markers (IL- 10 and TGF-G).
Data from LPS and CMC6H models indicate that functional
BRCA-] contributes to pro-inflammatory gene expression
while BRCA-]1 deficiency drives anti-inflammatory pheno-
types in macrophages. For example, TGF-f production by
TAMs is a driver of lung cancer and it promotes glioma
growth [10, 57, 538]. Consistent data indicate that MMPs
have important roles in macrophage activation, extracel-
lular matrix remodeling, and cell recruitment to tumor
microenviroment [39]. MMPs transcription and activities
can be stimulated by a variety of stimuli, including NF-«B
activation [60]. In our model, silencing of BRCA-1 was not
able to modify MMP-2 and MMP-9 activities stimulated by
LPS and CMC6. These results show that although BRCA-]
is able to modulate both NF-«B activation and expression
of inflammatory markers related to macrophage differentia-
tion, it does not appear to be involved in the regulation of
key gene associated with extracellular matrix modeling such
as MMPs. Nevertheless, BRCA-] knockdown significantly
compromised phagocytic function of macrophages. indicat-
ing that impaired differentiation and function (i.e., phago-
cytosis) correlate with inhibited inflammatory cytokine pro-
duction and NF-KB activity.

The activation of the transcriptional factor NF-xB is a
pivotal step in the activation of macrophages. Its nuclear
activity, which involves the formation of p65/p50 het-
erodimers (canonical pathway) [30, 61] is required dur-
ing M{LPS) activation pathways, thereby increasing the
expression of inflammatory cytokines such as TNF-o and
IL-6, as well as acquisition of antitumor phenotypes [29].
LPS and CMC6H treatments increased NF-xB activity,
and expression of BRCA-1 was able to modulate NF-xB
transactivation in RAW 264.7 macrophages. which can
be related to the modulation of TNF-x and IL-6 expres-
sions observed herein. Molecular docking predicted
the interactions between the conserved BRCT domain
of BRCA-| with p63, which corresponds to C terminal
region of BRCA-1, and also pointed out that one type of
BRCA-] mutation typical of breast cancer may disrupt
BRCA-1:p6i5 interaction. Benezra et al. [28] also showed
that Rel homology domain of the p65/RelA NF-xB subunit
interacts with BRCA-1, but through its N terminal region;
they concluded that BRCA-1 acts as a scaffold protein,
stabilizing the complex between NF-xB and other proteins,
such as CBP and RNA polymerase II holoenzyme, thus
enhancing NF-kB transcriptional activity and expression
of inflammatory genes. We also showed that in immune
cells, BRCA-| constitutive expression leads to increased
nuclear ph5 levels and NF-xB transcriptional activity in
reporter gene assays. Whether this NF-xB signaling poten-
tiation involves pb3 gene transcription or impaired p635
nuclear export or degradation by BRCA-1 requires fur-
ther investi gation. In addition, more studies are needed
to better characterize whether BRCT regions of BRCA-]
are relevant to their interaction with p65 and how it con-
trols NF-kB signaling. Besides, it is important to note that
NF-kB modulation by BRCA-] seems to vary depending
on the context. For example, BRCA-1 mutant triple nega-
tive breast cancer (TWBC) cells, such as HCC1937 cells,
exhibit NF-kB hyperactivity that can be downregulated by
wild-type BRCA-] overexpression [62].

In summary, the herein presented data suggest a new
function of BRCA-1 related to the activation and differ-
entiation of macrophages, which involves modulation of
NF-kB signaling to modulate pro-inflammatory status. In
addition, depleted BRCA-1 is associated with increased
expression of anti-inflammatory markers when mac-
rophages are exposed to conditioned media from tumor
cells, reinforcing the importance of BRCA-| expression
in the activation and survival of immune cells when they
are stimulated by tumor secretoma. Further studies using
in vivo models are needed to clarify the mechanism of
BRCA-1 and p65 pathway interaction in other contexts/
models and its potential contribution to macrophage
responses in inflammation-related diseases.
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4Fig. 3 NF-vB tmnsactivation in RAW 2647 macmophages, puta-
tive model for BRCA-1-pa5 interaction and  immunocytochemis-
try & Gene reporter assay was performed in cells w0 assess NF-xB
trmnscAption activity, Luciferase activity was measured and results
are expressed as fold induction of Luciferase/RBenillys luminescence
contral. B.LU: relative luminescence units. b Overview of the low-
est energy complex, ribbon representation on left and surface on
the right. ¢ Zoomed in represemation of the interaction with mesi-
dues forming hydmgen bonds colored green and  their distances
in angstmoms. d Zoomed ot represemation of the docked com-
plex, BRCA-1 ribbon colored light gray with imemcting residves
colored pink and paS ribbon colored dark gray with interacting
residues colomd orange. ¢ Effect of mutations on the thermaostabil-
ity of BRCA-1-paS complex. For next in vitm analysis, RAW 264.7
macrophages wene treated with LPS or CMO6 for | h in presence or
ahsence of BRCA-1 siRNA (50 nM). f Micmscopy analysis show the
Aluorescence of phS in green, Huomscence of BRCA-1 in red, and-
Auorescence of DAPL nucleus marker in blue . Scale bars represent
100 pM. Fluorescence intensity of p6S (g), BRCA-1 (h) and merged
images (i) obtained by densitometry. “p <0105 when compared with
the contml. "p <0001 when compared with the control. **p <001
when compared between cells showing the downmreguluted and nor-
mitl expression of BRCA-1 under the same treatment. *¥¥p < (L0011
when compared between cells showing the downmreguluted and nor-
mil expression of BRCA-1 under the same treatment. (n=three in
biological and experimental triplicate, one-way ANOVA followed
by Tukey's post hoe test for multiple groups comparison and § test
between columns)
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Capitulo Il - Resultado complementar

Resultado ndo publicado, complementar ao estudo.
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4.2.1 Incorporagéao de laranja de acridina

As Figuras complementares 3A e 3B mostram a porcentagem de células
positivas para a incorporacdo da acridina em vesiculas fagolisossémicas
analisadas por citometria de fluxo e a respectiva quantificacdo. O corante
laranja de acridina atravessa a membrana celular e, quando presente no
citoplasma, emite luz verde, que em pH &cido é reduzido e emite luz vermelha.
A emisséo de luz vermelha indica a presenca de vesiculas &cidas, que estao
relacionadas ao processo de autofagia, a qual € detectada por citometria de
fluxo. Os tratamentos com LPS e CMC6 aumentaram a marcagao positiva para
laranja de acridina, enquanto que o estimulo com IL-4 ndo causou diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle. O silenciamento de BRCA-1 causou
maior incorporacdo de laranja de acridina nas células expostas a LPS, IL-4 e
CMC6 quando comparados com o grupo controle bem como comparadas aos
respectivos tratamentos na auséncia de siRNA para BRCA-1, demonstrando
gue a diminuicdo da expressdo de BRCA-1 é capaz de potencializar o efeito ja
observado nas células expostas a LPS e CMC6 e induzir autofagia nas células

tratadas com IL-4.
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Figura 3: O envolvimento de BRCA-1 na incorporacdo de laranja de

acridina em macréfagos RAW 264.7 expostos a LPS, IL-4 e CMC6. Dot-plot

(A) e gréfico (B) representativos para laranja de acridina em macrofagos

silenciados para BRCA-1 e expostos a LPS (1pug/mL), IL-4 (20 ng/mL) e meio

condicionado de linhagem C6 de gliobasltoma (CMC6). % p<0,05 quando

comparado ao grupo controle; *: p<0,001 quando comparado ao grupo controle;

*: p<0,05 quando comparado grupo scramble do mesmo tratamento **: p<0,001

gquando comparado grupo scramble do mesmo tratamento (experimentos com
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n=3 reproduzidos em triplicatas biologicas e experimentais. Andlise estatistica
feita por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey para analises entre
todos 0s grupos e teste-t para comparagdo entre os grupos do mesmo

tratamento na presencga e auséncia de siRNA para BRCA-1).
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5. DISCUSSAO

Macréfagos sao reguladores importantes em diferentes estagios do
processo inflamatério- desde a geracdo até o controle e retomada da
homeostase tecidual. A ativacdo de macrofagos € composta por uma variedade
de eventos celulares que envolvem desde a exposicdo de receptores e
complexos de histocompatibilidade, até a producdo e secre¢do de citocinas
inflamatdrias e suas mudancas fenotipicas. Autores salientam que a ativagao
de macrofagos e o0 consequente controle da inflamacdo podem ser
determinantes em desfechos patologicos que dependam do processo
inflamatorio como em situagdes de infecgdo bacteriana, fungica bem como no
surgimento e progressao de neoplasias (BISWAS; LEWIS, 2010; BRUNE et al.,
2013; CHANG et al., 2013a; KONG et al., 2010; KREIDER et al., 2007; POON

et al., 2017).

Este estudo traz evidéncias sobre a participacdo da proteina BRCA-1
durante a ativacdo de macréfagos em contextos inflamatorios, os quais
estimulam estas células fagociticas a assumir fenotipos e atividades
inflamatorias distintas. Mutacdes deletérias (ou germinativas) em BRCA-1 tem
incidéncia consideravel em pacientes com cancer de mama e ovario. Coach et
al., descrevem que a incidéncia pode chegar a 8,5% em pacientes com cancer
de mama com histérico familiar triplo negativo (COUCH et al., 2015).
Paralelamente, por BRCA-1 ser uma proteina com atividade de reparo de DNA
dependente de recombinacdo homdloga, dados da literatura mostram que
guimioterapicos com acdo genotdxica apresentam melhor eficdcia nestes
pacientes, mostrando a importancia da forma constitutiva de BRCA-1 também
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como alvo de tratamentos (AUDEH et al., 2010; BYRSKI et al., 2014; WALSH,
2015). Outros autores também ja demonstram sua importancia dentro da
resposta imune, bem como salientando a atuacdo direta ou até mesmo as
possiveis interacfes fisicas com fatores de transcricdo, aumentando suas
atividades transcricionais e aumentando a eficiéncia da resposta inflamatéria
(BAE et al., 2004; GORRINI et al., 2013; TEOH et al., 2013; VOLCIC et al.,
2012). Neste sentido, trazemos como novidade a importancia da proteina
BRCA-1 na resposta inflamatéria de macréfagos causada por trés diferentes
situacdes in vitro: durante a ativacao classica (LPS), alternativa (IL-4) e quando
em contato com meio de tumores. Escolhemos a linhagem C6 por ser capaz de
secretar uma série de moléculas sinalizadoras como proteina quimioatrativa de
monacitos-1 e 3- Mcpl (PLATTEN et al., 2003) Mcp3 (OKADA, M. et al., 2009),
receptor para quimiocinas 1 e 11-Cxcrl1l-Cxcrl (HELD-FEINDT et al., 2010),
fator neurotrofico derivado de células gliais- GDNF (KU et al., 2013), fator de
transformacéo de crescimento-TGF-B (WEI et al., 2010) e bem como citocina
inibitéria de macrofagos- MIC-1 capazes de atrair e estimular a atividade
células imunes adjacentes ao tumor- como os macréfagos (GROBBEN; DE
DEYN; SLEGERS, 2002). Portanto, objetivamos avaliar se o silenciamento da
proteina BRCA-1 poderia influenciar a resposta destas células imunes quando

submetidas as situacdes citadas acima.

Nossos primeiros resultados mostram que a linhagem murina RAW
264.7 expressa constitutivamente BRCA-1, identificada por imunoconteddo
bem como por RT-gPCR, além de mostrar ser possivel diminuir a expressao de
BRCA-1 através da técnica de transfeccdo com RNA interferente. Estimulos

gue causam resposta pro-inflamatéria em macrofagos, como o LPS, resultam

57



em alta producdo de prostaglandinas e espécies reativas tanto de oxigénio
como de nitrogénio, 0os quais sdo mediadores importantes durante a resposta
imune contra patdégenos (JI et al., 2012). Porém, quando a inflamacéo nédo é
controlada, contribuem para a oxidacéo de lipidios de membrana, de proteinas
e do DNA do hospedeiro afetando inclusive a sobrevivéncia das células imunes
durante o insulto (KIM; HA, 2009). Em MAT’s, a manutencdo de um ambiente
pro-tumoral pelas células transformadas- que secretam uma gama de
moléculas contribui para a polarizacdo dos MAT podendo gerar genotoxicidade
(MOSSER; EDWARDS, 2008). Os tratamentos com LPS e CMC6 induziram
acumulo de fragmentacdo do DNA quantificada através da técnica de cometa,
e o silenciamento de BRCA-1 foi determinante para um maior dano ao material
genético nestes grupos, o que demonstra a importancia da via de reparo
BRCA-1 dependente em conter genotoxicidade nas determinadas situacdes. A
analise de ciclo celular mostra que os tratamentos com LPS e CMC6 causam
parada em G1/S, indicando que estas células estejam em menor taxa de
proliferacdo e/ou com aumento de morte. Os resultados de viabilidade celular
revelam que os macréfagos que receberam CMC6 apresentaram menor
densidade celular e que o silenciamento de BRCA-1 reduz potencialmente a
viabilidade celular. Os macréfagos silenciados também foram afetados neste
parametro quando expostos a LPS enquanto que o mesmo tratamento nas
células ndo silenciadas ndo apresentou diferencas com o controle. Nesse
sentido, a proteina BRCA-1 mostra-se como uma peca importante na
viabilidade de macrofagos durante suas respostas inflamatérias aqui
estudadas, nas quais ha o envolvimento de mecanismos que possam culminar

em dano ao DNA e morte celular. Estudos prévios mostram que BRCA-1 pode
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favorecer a sobrevivéncia celular por interagir com o fator de transcricdo Nrf2 e
assim conferir aumento da capacidade antioxidante (GORRINI et al., 2013);
BRCA-1 também atua como fator critico na transi¢cdo entre as fases G1/S e
G2/M do ciclo celular (HUEN; SY; CHEN, 2010), além de apresentar atividade

anti-apoptoética (QUINN et al., 2003).

A classificacdo de macréfagos ativados pela via classica e alternativa é
uma alternativa para distinguir as respostas Thl (pro-inflamatorias) e Th2 (anti-
inflamatdrias) respectivamente, a linfécitos T. Macrofagos ativados pela via
classica regulam a resposta inflamatéria aguda e sdo ativados por
lipopolissacarideo de E. coli (LPS), interferon-Y (IFN- Y) e pelo fator de necrose
tumoral- TNF-a. Apresentam os marcadores CD40, CD80, CD16/32, CD86,
expressam citocinas como TNF-qa, interleucina-6 e 12 além de possuirem
atividade fagocitica e alta capacidade de apresentacdo de antigenos a células
T (ZHU et al., 2017). Macréfagos ativados pelas vias alternativas reduzem o
processo inflamatdrio e promovem reparo tecidual. Apesar de amplo, o perfil
alternativo pode ser induzido por IL-4, IL-10, IL-13 e também pelo fator
estimulante de colénia de fagdcito mononuclear sintetizado por células
mesenquimais (M-CSF). Estudos com abordagem em tumores, incluindo
gliobastomas, inferem que MAT expressam tanto marcadores de ativacao
classica quanto alternativa dependendo do estagio de crescimento de area
tumoral analisada (LAOUI et al., 2011; MOVAHEDI et al., 2010; SZULZEWSKY
et al., 2015). Apesar da importancia do quadro pré-inflamatério de macréfagos
em neoplasias, a literatura mostra que tumores sao capazes de promover uma
sinalizacdo com estas células e os induzir ao perfil alternativo, e tal alteracéo é

diretamente associada com a progressdo e invasividade das células
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transformadas (JETTEN et al., 2014; ZHU et al., 2017). Por andlise de
microscopia Optica observamos que o0s tratamentos com LPS e meio
condicionado de gliomas (CMC6) alteraram a morfologia das células ap6s 24
horas de exposicdo com o0 aparecimento de extensdes de membrana
(pseuddpodes) e vesiculas fagolisossémicas intracelulares - caracteristico da
ativacao classica de macréfagos- enquanto o tratamento com IL-4 ndo causou
diferengcas morfologias significativas. O silenciamento de BRCA-1 n&o causou
diferengas significativas entre os tratamentos como pode ser evidenciado nas
imagens obtidas por microscopia. Ao avaliarmos marcadores de ativagdo
classica e alternativa observamos que o silenciamento de BRCA-1
comprometeu a expressao de TNF- a e IL-6 aléem de diminuir a secre¢édo de
TNF- a no meio de cultura uma vez que estes parametros foram estimulados
por LPS e CMC6. Paralelamente, as células deficientes em BRCA-1
apresentaram maiores niveis de IL-10 e TGF- B quando em contato com
CMC6, indicando a presenca de marcadores anti-inflamatorios
significativamente aumentados neste grupo. Além disso, 0 silenciamento de
BRCA-1 comprometeu a atividade fagocitica em todos os grupos de tratamento
em que houve estimulo da atividade pelas exposicdes a LPS e CMCS6,
evidenciando um aspecto fisiolégico importante para a perda de capacidade
funcional dos macréfagos. Estudos prévios concordam com 0S NOSSO0S
achados, mostrando que mondcitos isolados de mulheres saudaveis com
mutacdes deletérias em BRCA-1 apresentam menores niveis nos marcadores
para TNF- a e IL-6 quando comparadas aos mondcitos de mulheres com
expressao constitutiva de BRCA-1 ao serem estimulados com LPS (ZIELINSKI

et al.,, 2003). Em contraste, a queda da expressao de IL-6 causada pelo
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silenciamento de BRCA-1 ndo foi acompanhada de uma diminuicdo de sua
secrecéo, evidenciando que podem existir outros fatores que estejam atuando
no intervalo entre a expressdo e a secrecdo como a reciclagem de
endossomos, a qual pode explicitar peculiaridades entre a secrecado de TNF-a
e IL-6 durante respostas inflamatérias (MANDERSON et al., 2007).
Experimentos com terapia génica, focando a superexpressdao de BRCA-1,
revelam que animais apresentam melhores parametros de sobrevivéncia e
resposta inflamatéria em modelo de choque séptico (TEOH et al.,, 2013).
Paralelamente, a producdo e secrecdo de metaloproteinases (MMP-2 e 9,
principalmente) é um fator chave desempenhado por macrofagos ativados por
via classica (LEE; LAN TRAN; VAN TA, 2009) Por outro lado, a producéao de
MMP’s por macrofagos pode ser induzida pelo microambiente tumoral,
causando mudancas fenotipicas destas células relacionadas ao perfil
alternativo de ativacdo e, desta forma, contribuindo para angiogénese e
progressdo tumoral (LIU et al., 2013). Nossos resultados mostram que 0S
tratamentos com LPS e CMC6 induziram aumento significativo de MMP-2 e
MMP-9 apo6s 24 horas de exposicdo e que o silenciamento de BRCA-1 nédo
causou alteracdo significativa do resultado. Com isso, podemos afirmar que o
silenciamento de BRCA-1 atenua o aumento de marcadores proé-inflamatorios
em macroéfagos estimulados por LPS e por CMC6 sem alterar os parametros
relativos a atividade das metaloproteinases, além de aumentar marcadores
anti-inflamatérios como IL-10 e TGF- B quando o meio tumoral é mimetizado,
proporcionando tanto a diminuicdo do perfil antitumoral destes macréfagos
frente a neoplasias quanto o aumento da presenca de marcadores que

favorecem a progressao deste tipo de tumor. Estudos prévios mostram que a
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producdo de TGF-B por macrofagos associados a tumores favorece o
desenvolvimento do cancer de pulmdo e o crescimento de neoplasias gliais
(KENNEDY et al., 2013; POON et al., 2017). Por sua vez, IL-10 secretada por
macrofagos promove tumorigénese, através da ativacéo da via JAK2/STAT3 de
gliomas (QI et al., 2016). Também € importante salientar que MAT podem
apresentar plasticidade fenotipica frente a células tumorais, expressando
marcadores pr6 e anti-inflamatérios (BLOCH et al., 2013; POON et al., 2017;
ZHU et al., 2017). Apesar disso, € bem considerado pela literatura que o
aumento de marcadores anti-inflamatérios em MAT apresenta correlagdo com
mau-prognoéstico em diferentes neoplasias (BLOCH et al., 2013; LIU et al.,
2013; STANDIFORD et al., 2011). Os dados da literatura reforcam nossos
achados que descrevem a proteina BRCA-1 como tendo um papel importante
na polarizacdo de macrofagos, principalmente durante a geracao de estimulos
pré-inflamatérios por LPS e através do contato com meio condicionado de
glioblastomas, diminuindo a capacidade inflamatdria e aumentando marcadores

de ativacao alternativa destes fagocitos.

Ha uma linha ténue que divide o papel da autofagia tanto em vias que
induzem sobrevivéncia quanto em vias que se destinam para morte celular.
Dependendo do cenario, a autofagia confere resisténcia ao estresse,
aumentando a adaptacédo e suprimindo apoptose. A medida que as células ndo
resistem as causas de estresse, podem utilizar o mecanismo para promover
uma via alternativa de morte celular que sucede a autofagia. (MAIURI et al.,
2007). Em macréfagos associados a tumores, a autofagia possui papel
importante em torno do surgimento e manutencédo do fendétipo anti-inflamatério,

contribuindo para proliferacdo e invasividade das células transformadas
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(CHANG et al.,, 2013a; LIU et al.,, 2013). O fator de transcricdo NF-kB
apresenta-se como um dos mais decisivos elementos na resposta de
macroéfagos a estimulos inflamatérios (BISWAS; LEWIS, 2010). Paralelamente,
se sabe que o aumento da autofagia em MAT é relacionado com a degradacao
lisossomal da subunidade p65- interacdo determinante para a manutencdo do
perfil anti-inflamatério de macréfagos expostos a meio condicionado de
linhagem de hepatoma (CHANG et al., 2013a). Nossos achados mostram que o
silenciamento de BRCA-1 elevou o numero de células autofagicas e
comprometeu a transativagdo de NF-kB, com maior evidéncia nos grupos em
gue receberam LPS e CMCG6, corroborando com dados da literatura que
inferem uma possivel relacdo entre o aumento da autofagia com a diminuicéo
das respostas dependentes de NF-kB (CHANG et al.,, 2013a, 2013b). No
entanto, mais estudos Sao necessarios com uma maior variedade de
parametros que demonstrem uma relacdo direta entre o aumento da autofagia

e a transativacao de NF-kB.

BRCA-1 é uma proteina que pode apresentar papéis adicionais ao de
reparo gendémico, como, por exemplo, atuar como ligante de diferentes
proteinas e fatores de transcricdo. Estudos prévios mostram que BRCA-1
interagem com proteinas como p53, ATF-1 e Nrf2 servido como co-ativador
transcricional (GORRINI et al., 2013; HOUVRAS et al., 2000; ZHANG et al.,
1998). Adicionalmente, dados da literatura mostram que BRCA-1 pode atuar
como uma proteina estabilizadora da subunidade p65 de NF-kB, desta forma,
estabilizando a interacdo do fator com a enzima RNA polimerase |l
aumentando sua atividade transcricional (BENEZRA et al.,, 2003). Os

tratamentos com LPS e CMC6 causaram aumento da transativagéo de NF-kB e
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o silenciamento de BRCA-1 atenuou a atividade do fator de transcri¢éo, o qual
pode ser relacionado com os menores niveis de TNF-a e IL-6, sendo que estas
interleucinas sao responsivas a ativacdo de p65 (BISWAS; LEWIS, 2010;
TANIGUCHI; KARIN, 2018). Paralelamente, os resultados de docking
molecular mostram que o dominio BRCT conservado da proteina BRCA-1 é
capaz de formar pontes de hidrogénio e interagir fisicamente com p65. Nesse
sentido, a expressao constitutiva da proteina BRCA-1 pode ser considerada um
fator determinante na atividade de macro6fagos dependente deste fator de
transcricdo em diferentes contextos inflamatorios (BISWAS; LEWIS, 2010;
MOSSER; EDWARDS, 2008). Outros dados da literatura complementam
nossos resultados ao mostrar que a interacao entre BRCA-1-p65 € considerada
uma comunicacdo importante ndo somente na transcricdo de genes
responsivos a p65, mas também em aumentar a eficiéncia do sistema de
reparo em combater danos de dupla fita na molécula de DNA (VOLCIC et al.,
2012). Decidimos entdo avaliar a possivel relacdo entre BRCA-1 e p65 nas
células RAW 264.7, e observamos que a expressdo de BRCA-1 conservada
apresentou relagdo com uma maior marcacdo nuclear de p65 nas células
expostas a LPS e CMC6 quantificada por imunocitoquimica, indicando que o
silenciamento de BRCA-1 afeta ndo somente a atividade transcricional de NF-
kKB, mas como sua presenca a nivel nuclear. Nesse sentido, mais estudos sao
necessarios para esclarecer se a proteina BRCA-1 é capaz de interagir
fisicamente com p65 no ndcleo das células RAW 264.7 e, desta forma, também
analisar se genes responsivos estariam sofrendo alteracdes devido a esta
possivel interacdo, como demonstrado em estudos prévios (BENEZRA et al.,

2003).
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Por fim, nossos resultados mostraram comprometimento da atividade
pré-inflamatéria associado a maior fragmentagdo do DNA em macrofagos
estimulados por LPS quando a expressdo de BRCA-1 é atenuada por RNA de
interferéncia, sendo que as mesmas ceélulas estimuladas por IL-4 apresentaram
pouca variacdo dos parametros inflamatérios associadas ao silenciamento de
BRCA-1. Observamos também, sobreposicdo de mediadores pré6 e anti-
inflamatérios nos macrofagos expostos a CMC6, validando dados prévios da
literatura que descrevem a presenca destes marcadores para os diferentes
perfis dentro da mesma massa tumoral (SZULZEWSKY et al., 2015).
Adicionalmente, podemos notar que as células silenciadas para BRCA-1
apresentam menores niveis dos marcadores proé-inflamatorios e menor
atividade de NF-kB associados ao niveis elevados de mediadores anti-
inflamatorios como IL-10 e TGF- B bem como uma maior quantidade de células
com incorporacao de acridina e menor sobrevivéncia, mecanismos que estao
envolvidos na resposta imunossupressora do organismo frente a neoplasias e
normalmente associado com mau prognéstico (GORDON, 2003; HAN et al.,

2015; LIU et al., 2013; YANG; PANG; MOSES, 2010).
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6.CONCLUSOES

Consideramos que o silenciamento de BRCA-1 interferiu pouco nos
parametros obtidos das células expostas a IL-4, j& que BRCA-1 mostrou-se
como fator importante na manutencdo das respostas NF-kB dependentes e
macroéfagos estimulados por IL-4 apresentam ativacdo de STAT6 a qual causa
inibicdo citosodlica de NF-kB, impedindo o fator de transcricdo de migrar para o
nacleo e ativar genes responsivos. (BISWAS; LEWIS, 2010). Em contrapartida,
os resultados encontrados nos macrofagos tratados com LPS com baixa
expressdo de BRCA-1 sdo bem referenciados; nestas situacbes ha producéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, exigindo que a célula
mantenha seus mecanismos de reparo funcionando o mais plenamente
possivel para garantir funcionalidade e sobrevivéncia no insulto inflamatorio. Os
resultados dos macrofagos expostos a CMC6 sugerem um papel importante
para a proteina BRCA-1, e que talvez esta resposta tenha relacdo com uma
possivel auséncia de interacdo entre BRCA-1 e p65 a nivel nuclear decorrente
de mutacédo ou do silenciamento da proteina de reparo. Atualmente, o histérico
familiar referente a mutacées em BRCA-1 n&o € considerado um fator de risco
para o surgimento de tumores gliais. Além disso, existem poucos estudos de
caso inferindo correlacdo positiva ou até mesmo ausente entre mutacdes em
BRCA-1 e o surgimento de tumores cerebrais (BOUKERROUCHA et al., 2015;
ELMARIAH et al., 2006). Nesse sentido, nosso estudo enfatiza que o papel da
proteina BRCA-1 em MAT merece melhor investigacdo devido a sua
capacidade em ndo somente evitar acimulo de dano ao DNA e morte celular

destas células imunes, mas também influenciar diretamente a resposta
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Figura 4: resumo esquematico da relacdo entre a expressao de BRCA-1 e os

resultados referentes a ativacdo de macréfagos encontrados neste trabalho.
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/. PERSPECTIVAS

Tendo em vista o concluido, as perspectivas deste trabalho sao listadas abaixo:

Avaliar o tipo de morte celular que esteja comprometendo a viabilidade
celular dos macréfagos quando BRCA-1 é silenciada;

Validar por ensaio de imunoprecipitacdo a interacdo BRCA-1/p65 em
células RAW 264.7;

Adicionar aos grupos de tratamentos células transfectadas com
plasmideos contendo construtctos causando superexpressdo da
proteina BRCA-1 e analisar se a producéo de citocinas pro-inflamatorias
é retomada;

Estudar o mecanismo em culturas primarias de mondcitos obtidas de
camundongos knockout para BRCA-1 e analisar se o0s resultados
obtidos com os tratamentos se refletem numa situacéo além do in vitro.
Utilizar modelos pré-clinicos de glioblastoma em camundongos knockout
para BRCA-1 e analisar se a expressdo da proteina altera a
suscetibilidade a temozolomida (quimioterapico padrdo para o
tratamento de gliomas) e a melhora na sobrevida dos animais frente a

neoplasia induzida em modelo animal de gliomas.
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