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Resumo

SKN-1, fator de transcricdo de C. elegans, ortélogo a Nrf1/2/3 em mamiferos, promove
resisténcia contra o0 estresse oxidativo e longevidade ao ativar enzimas de
detoxificacdo de Fase Il e proteinas antioxidantes. Além disso, SKN-1 também contribui
para a homeostase proteica, ativando genes relacionados a degradacdo ou
enovelamento de proteinas em resposta a inibicdo de fatores de iniciacdo e elongacgéo
da traducdo de proteinas. Andlises conduzidas em animais transgénicos que
expressam repeticdes anormais de poliglutamina (PoliQ), fundidas a uma proteina
fluorescente amarela (YFP), demonstraram que o knockdown de skn-1 aumenta a
formacao de agregados PoliQ em células musculares do C. elegans, enquanto diminui
a agregacao em células intestinais. HA também um aumento progressivo de agregados
PoliQ de acordo com a idade do animal. No entanto, o niumero de agregados nas
células intestinais diminui em animais adultos de 8 dias, idade que caracteriza o fim do
periodo reprodutivo do animal. Nesse trabalho, nés buscamos caracterizar a correlacao
entre o esforco reprodutivo e de SKN-1 com a homeostase de proteinas. Para
investigar as possiveis interacfes do esfor¢o reprodutivo no padréo de agregacdo de
proteinas, animais com expressdo PoliQ direcionada para o intestino foram tratados
com 5-fluoro-2’-deoxiuridina (FUdR), uma droga que induz esterilidade parental.
Também analisamos a expressao de genes relacionados a degradacdo proteica e a
atividade proteassdmica em animais knockdown (RNAI) contra skn-1. N0s observamos
gue todas as linhagens transgénicas tratadas com FUdR mostraram uma reducao
significativa no niumero de agregados PoliQ em todas as idades analisadas. A analise
dos dados de expressao génica de animais no estadio larval L4 demonstra que genes
gue codificam para subunidades proteassémicas e para a fumarilacetoacetase tiveram
sua expressao significativamente reduzida em animais skn-1(RNAIi). Além disso, a
atividade proteassdmica da quimiotripsina, medida in vitro através da utilizacdo de um
peptideo fluorescente de animais skn-1(RNAI) também se mostrou reduzida no estadio
L4. Além disso, nds investigamos os efeitos da inibicdo de duas das principas vias de
degradacdo proteica — proteassomal e lisossomal - na formacdo de agregados PoliQ
em animais que expressam 82 repeticbes poliglutaminicas nas células intestinais,
adultos de 8 dias, tratados com skn-1(RNAi). Nés verificamos que tanto a inibicdo
proteassémica por MG-132 quanto a inibicdo lisossémica por cloroquina fez com que o
numero de agregados PoliQ aumentasse em relacdo aos grupos nao tratados. O
knockdown simultaneo de skn-1 e daf-16, uma outra via que participa na remocao de
agregados proteicos aumentou o0 numero de agregados no intestino dos animais. Estes
dados sugerem que a inibicdo da reproducéo e de skn-1 é capaz de diminuir a taxa de
formacéo de agregados proteicos no intestino do C. elegans.
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Abstract

SKN-1, the C. elegans ortholog of mammalian Nrf1/2/3, promotes oxidative stress
resistance and longevity by activating Phase |l detoxification enzymes and antioxidant
proteins. Besides that, SKN-1 also contributes to protein homeostasis, activating genes
related to protein folding and degradation in response to inhibition of protein translation
and elongation initiation factors. Analyses performed on transgenic animals that express
abnormal repeats of polyglutamine (PolyQ), fused to a Yellow Fluorescent Protein
(YFP), showed that the knockdown of skn-1 increases polyQ aggregates formation in
the C. elegans muscle cells, while decreasing the aggregation in intestinal cells. There
is also a progressive increase of polyQ aggregates according to the age of the animal.
However, the number of aggregates decrease in the intestine of 8 day-old adult
animals, an age which the animal reaches the end of its reproductive period. In this
work, decided to further investigate the correlation between the reproductive effort and
SKN-1 with protein homeostasis. To investigate possible interactions between
reproduction and protein degradation, animals with polyglutamine expression in the
intestine were treated with 5-fluoro-2’-deoxyuridin (FUdR), a drug that induces parental
sterility. We also assessed the expression of genes related to protein degradation and
the proteasomal activity in skn-1 knockdown animals. We observed that all transgenic
lines treated with FUdR showed a significant reduction in the number of PolyQ
aggregates in all analyzed ages. The analysis of gene expression data of animals in the
L4 larval stage shows that genes related to proteasomal subunits and
fumarilacetoacetasis had their expressions significantly reduced in skn-1(RNAI)
animals. Besides that, the proteasomal activity, measured in vitro, was also decreased
in skn-1(RNAI) animals in the L4 stage. We also investigated the effects of the inhibition
of two major pathways of protein degradation — proteasome and lysosome — in the
aggregation pattern of 8 day-old animals that express 82 polyQ repeats in the intestine
treated with skn-1(RNAi). We observed that both the proteasome and lysosome
inhibition increased the number of polyQ aggregates, when compared to control
animals. These data suggest that the inhibition of both the reproduction and skn-1 can

decrease the polyQ aggregation ratio in the intestine of C. elegans.
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1.1. Sintese e degradacéao proteica

No interior das células, as proteinas estdo sob constante exposi¢cdo a moléculas
de alta reatividade (como espécies reativas de oxigénio) e a condi¢cdes que aceleram
sua desnaturacdo. Essas moléculas oxidam as proteinas, causando danos a sua
estrutura, levando a necessidade de essas proteinas danificadas serem degradadas, e
novas proteinas serem sintetizadas. Em consequéncia disso, 0s sistemas proteoliticos
estdo em constante atividade, degradando proteinas que sofreram danos quimicos ou
desnaturacdo apés sua sintese (Mortimore et al., 1989; Goldberg, 2003), em um
processo conhecido como turnover proteico. Este processo, entre outras funcodes,
ajuda a reduzir o tempo que uma determinada proteina fica exposta ao ambiente
celular prejudicial e consequentemente, a probabilidade de ser danificada ou alterada.
Além disso, o balanco entre sintese e degradacdo protéica permite que a célula
modifiqgue rapidamente os niveis de proteinas de forma a se adaptar a mudancas no
ambiente extracelular. A degradacéo protéica é também essencial para a sobrevivéncia
da célula sob condi¢cdes de intenso dano celular. A taxa de sintese e degradacédo de
proteinas em diferentes células € diferente e pode ser alterada em resposta a
diferentes estimulos e condi¢Bes. De fato, a ativacdo do sistema proteolitico intracelular
ocorre frequentemente em resposta ao estresse celular. Degradacdo protéica também
€ essencial durante os principais processos de remodelamento celular tais como
embriogénese e morfogénese e como um mecanismo de defesa contra agentes
prejudiciais e patdgenos (Klionsky et al., 2005). As vias do sistema ubiquitina-
proteassoma e do sistema lisossomal/autofagico compreendem as duas principais

rotas para a remocao de proteinas e organelas nas células eucaridticas.

1.1.1. Os principais sistemas de degradacéao proteica

1.1.1.1. O sistema ubiquitina-proteassoma

O proteassoma € uma estrutura multiproteica em forma de barril, responsavel
principalmente pela remocdo de proteinas nucleares e citosolicas de vida curta
(Ciechanover, 2005). O proteassoma mais bem caracterizado, 0 26S, compreende um

complexo enzimatico, formado por um nucleo catalitico 20S flanqueado por duas



subunidades 19S regulatorias, e € altamente conservado entre os eucariotos. Esta via
proteolitica ocorre inicialmente através da marcacéo da proteina-alvo por um complexo
enzimatico —E1, E2 e E3 -, que se liga a uma ou mais moléculas de ubiquitina, em uma
cascata de conjugacgao ubiquitina-substrato dependente de ATP (Ciechanover, 2005a).
A primeira etapa dessa cascata envolve a ativacdo da ubiquitina, realizada pela enzima
ativadora da ubiquitina (E1) com gasto de ATP. A enzima E1 transfere a ubiquitina a
um residuo de lisina de uma enzima carreadora de ubiquitina (E2). Em seguida, a E2 e
0 susbstrato alvo interagem com a enzima conjugadora de ubiquitina E3 completando a
transferéncia da ubiquitina da E2 para o grupo amino de uma lisina do substrato
(Figura 1) (Martinez-Vicente et al., 2005). O complexo formado pela agdo destas
enzimas € entdo reconhecido por diferentes componentes da subunidade 19S, que
induzem modificagbes conformacionais na estrutura do proteassoma e fornecem a
energia que direciona o substrato para o ndcleo catalitico/regulatério 20S, para que o
mesmo possa ser degradado em peptideos menores (Pickart & Cohen, 2004; Groll &
Huber, 2003).

O sistema ubiquitina-proteassoma contribui para a manutencado da homeostase
celular e controle de qualidade proteica, além disso, o seu papel como regulador
de processos celulares essenciais, tais como a progressdao do ciclo celular
(Verma et al., 1997; Kaiser et al., 1999; Bech-Ostchir et al., 2001), regulacdo
transcricional (Bounpheng et al., 1999; Karin et al.,2000), apoptose (Buschmann et al.,
2000) e sinalizagdo, fazem do funcionamento adequado deste sistema um

requerimento essencial para a sobrevivéncia celular. (Wolf & Hilt, 2004).

1.1.1.2. O sistema lisossomal-autofagico

e

O sistema lisossomal autofagico € constituido pelos lisossomas, organelas
membranosas que contém hidrolases capazes de degradar macromoléculas. A
autofagia compreende processos de degradagdo que ocorrem no interior de vacuolos
ou lisossomas, e existem trés tipos de autofagia mais comuns e bem caracterizados,
gue sao a macroautofagia, a microautofagia e a autofagia mediada por chaperoninas. A

diferenca
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entre essas vias consiste na forma de entrega do substrato ao lumen lisossomal, no
tipo de substrato reconhecido e sua forma de atividade e regulacdo (Martinez-Vicente
et al., 2005).A macroautofagia € capaz de degradar proteinas solluveis de vida longa e
organelas em condi¢des adversas, principalmente estresse nutricional. Ela consiste na
internalizacdo do substrato por autofagossomos, que em seguida se fundem ao
lisossomo. Na microautofagia, ocorre a participacéo direta do lisossomo, que degrada
principalmente proteinas citossolicas e organelas sem a necessidade de um vacuolo
autofagico intermediério. Ela consiste na assimilacdo do substrato pela membrana
lisossomal, que se invagina e o envolve em vesiculas intralisossomais. Uma vez que o

substrato € internalizado, ocorre sua degradacéo.

A terceira forma de degradacdo lisossomal, mais comum em células de
mamiferos, consiste na degradacdo de proteinas citossélicas sollveis por meio da
autofagia mediada por chaperoninas. Nela, os substratos sdo translocados pela
membrana do lisossomo sem a necessidade de formacéo de vesiculas intermediarias
ou deformacdo na membrana do lisossomo. Além disso, todos os substratos da
autofagia mediada por chaperoninas contém uma sequéncia bioquimicamente
relacionada com o pentapeptideo KFERQ, responséavel pelo reconhecimento do
substrato pelo lisossomo. Esse pentapeptideo € reconhecido no citossol por
chaperoninas e suas co-chaperoninas. O complexo chaperonina-substrato é
encaminhado para a membrana lisossomal, onde se liga a um receptor de proteina. A
internalizacdo do substrato ocorre seguida por uma rapida degradacdo no interior do
lisossomo (Martinez-Vicente et al., 2005) (Figura 2). O controle da degradacédo
lisossomal é mediado por metabolitos (aminoacidos) e hormonios (insulina) (Hamel et
al., 2004).
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1.2. Degradacéao proteica e envelhecimento

A eficiéncia dos sistemas de controle de qualidade proteica declinam com o
envelhecimento devido as alteragcbes na estrutura das proteinas que ocorrem por
modifica¢cdes oxidativas, mutagdes e incorporacdes incorretas de aminoacidos durante
a traducao (Haigis & Yankner, 2010). O crosstalk entre vias de controle de qualidade
entre diferentes compartimentos celulares nédo € bem entendido, embora o excesso de
proteinas mal conformadas em um compartimento possa afetar globalmente a
proteostase e contribuir para o envelhecimento e patogénese de  desordens

neurodegenerativas (Buchberger et al., 2010).

Proteinas com estruturas incomuns ou desnaturadas, quando em grande
namero no citoplasma, podem exceder a capacidade de degradacdo da célula,
formando agregados proteicos antes que possam sofrer a acdo do proteassoma ou do
lisossoma. (Sherman & Goldberg, 2001; Klemes et al., 1981; Prouty & Goldberg, 1972).
Isso ocorre quando os sistemas proteoliticos e chaperoninas moleculares, que
normalmente previnem a agregacao, como HSP70/40 (Frydman, 2001); (Hartl &
Hayer-Hartl, 2002) ndo conseguem manter a homeostase proteica. Uma
caracteristica de proteinas desnaturadas € a tendéncia a formar agregados proteicos
insoluveis devido a tendéncia que os dominios hidrofébicos tém de se associarem entre
Si.

No entanto, o proteassoma € responsavel pela degradacdo de fragmentos
menores de agregados proteicos (Venkatraman et al., 2004), o que sugere que outro
sistema de degradacdo esteja envolvido na remocdo de proteinas maiores. Ja foi
demonstrado que indutores da autofagia, como a rapamicina, promovem uma
atenuacao no acumulo de proteinas com expansfes anormais de poliglutaminas em
células de mamiferos (Wulsschleger et al., 2006; Berger et al., 2006). O knockdown de
genes que regulam processos autofagicos fez com que a taxa de acumulacédo dessas
proteinas aumentasse em modelos de cultura de células (lwata et al., 2005; Shibata et
al., 2006)

A identificagcdo dos mecanismos moleculares do envelhecimento tem sido

fundamental para a compreensdo de muitos dos processos patoldgicos envolvidos



nestas doencas. Dentro deste aspecto, o enovelamento incorreto de proteinas, a
formacéo de agregados protéicos e inclusdes corpusculares sdo marcos de uma gama
de desordens neurodegenerativas incluindo Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral

amiotropica, doencas pridnicas e poliglutaminicas.

1.3. Envelhecimento e desordens poliglutaminicas

O declinio na funcéo do proteassoma incorre em um acumulo precoce de proteinas
ubiquitinadas, Isso leva a um declinio na longevidade e aparecimento mais rapido de
sinais neurodegenerativos, sugerindo que a manutencao da atividade do proteassoma
com o avanco da idade pode suprimir a progressdo de desordens neurodegenerativas
(Tonoki et al., 2009).

As doengas poliglutaminicas (PoliQ) sdo uma familia de desordens
neurodegenerativas que apresentam um progresso lento ainda sem perspectiva de
cura gue inclui a doenca de Huntington (HD), a atrofia muscular bulbo espinhal, varias
ataxias espino-cerebrais entre outras (Williams & Paulson, 2008). Em comum, todas
estas doencas possuem uma repeticdo do trinucleotideo CAG nos respectivos genes
produzindo uma proteina contendo um segmento de glutamina (Q) (Jana & Nukina,
2003) (Tabela 1).

Proteinas com expansfes PoliQ sdo propensas a se agregarem e quanto maior
a expansdo, mais acentuada é a agregacao. A severidade da doenca também esta
diretamente relacionada com o tamanho da expanséao refletindo tanto na idade de
surgimento dos sintomas da doenca quanto na extensdo da patologia no sistema
nervoso central. Ou seja, as manifestacées da doenca nas pessoas com proteinas com
repeticbes PoliQ maiores iniciam mais cedo e desenvolvem degeneracbes mais

severas. (Williams & Paulson, 2008).



Tabela 1: Desordens Neurodegenerativas (adaptado de Jana & Nukina, 2003)

Peso Expanséo Poliglutaminica
Molecul .
Doenca Proteina (()Kelé:;)ar Tipo Selvagem Mutante
HD Huntintina 348 6-35 36-121
SBMA Receptor 99 9-36 38-62
Andrégeno
DRPLA Atropina-1 124 3-36 49-88
SCAl Ataxina-1 87 6-44 40-82
SCA2 Ataxina-2 90 14-32 33-37
SCA3 Ataxina-3 42 12-40 55-86
SCA6 Canal de Ca’ P/IQ 160-250 4-18 21-30
SCA7 Ataxina 7 95 7-17 38-200

SCA17 Proteina TATA 41 29-42 47-55




Vérias, mas ndo todas, doencas poli-glutaminicas sdo iniciadas por uma
clivagem proteolitica que gera um fragmento toxico (Figura 4). A porcao expandida de
PoliQ permite a sua transicdo em uma conformacdo distinta que pode causar
toxicidade de varias formas. O peptideo pode ser toxico na forma de mondémero ou
pode se autoassociar formando oligbmeros. Ainda, os oligbmeros podem formar
agregados maiores e finalmente se depositarem como inclusbes macromoleculares
intracelulares. O principal efeito toxico das proteinas com enovelamento anormal
pode incluir alteracbes na transcricdo, metabolismo ou comprometimento das vias
de proteassoma ou resposta ao estresse. Muitas das doencas poliglutaminicas
parecem ter inicio por uma clivagem proteolitica que gera um fragmento toxico. Vias
moleculares que regulam a homeostase proteica e longevidade também estdo
envolvidas na progressdo dos fendtipos das doencas poliglutaminicas (Shao &
Diamond, 2007).

1.4. O nematodo Caenorhabditis elegans

Um organismo que ganhou bastante destaque nas Ultimas décadas em
pesquisas relacionadas ao envelhecimento e resisténcia ao estresse oxidativo é o
Caenorhabditis elegans. O C. elegans € um animal de vida livre, pertencente ao filo
Nematoda, que chega a medir cerca de 1mm de comprimento quando atinge a idade
adulta (figura 5). Na natureza, o C. elegans é encontrado predominantemente na forma
hermafrodita (>99%), com baixa incidéncia de machos. Os hermafroditas se
autofecundam e a populacdo pode ser mantida efetivamente isogénica ja que um
hermafrodita individual produz uma progénie de aproximadamente 300 clones durante

a primeira semana de vida adulta.

Diversos estudos utilizam esse animal como modelo, gracas ao fato dos genes

do C. elegans apresentarem cerca de 70% de ortologia com os genes humanos, além
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de o nematodo possuir uma forte conservacdo de diversos principios moleculares e
celulares com mamiferos (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Kaletta &
Hengartner, 2006). Diferentemente de analises realizadas utilizando culturas de células
e células isoladas, o C. elegans permite uma analise em nivel de um organismo
completo, com tecidos e 6érgaos (Kaletta & Hengartner, 2006). O ciclo de vida do C.
elegans é de 2 dias, e o tempo de vida de animais selvagens € de aproximadamente 21
dias a uma temperatura de 20°C. O animal passa por 4 estadios larvais até atingir a
idade adulta (L1, L2, L3 e L4), podendo entrar em um estagio de laténcia, conhecido
como diapausa, caso as condicfes sejam desfavoraveis ao seu desenvolvimento. Ele
pode permanecer nesse estado por cerca de 4 meses, e retoma o0 desenvolvimento
normal quando as condi¢des ideais forem reestabelecidas. Este ciclo e tempo de vida
relativamente curtos possibilitam a rapida obtencdo de resultados em ensaios
biologicos, 0 que o torna uma ferramenta importante para pesquisas relacionadas a

longevidade.

O C. elegans também é facilmente cultivavel em laboratério, podendo crescer tanto
em meio solido como liquido, e o fato de ser transparente permite a analise de
marcadores fluorescentes com o animal vivo. Isto possibilitou a descricdo de suas 959
células somaticas. Seu curto tempo de vida permite a obtencéo de resultados de uma
maneira relativamente réapida, o que favorece a sua utilizacdo em pesquisas

relacionadas a longevidade e resisténcia ao estresse oxidativo.

1.4.1. O C. elegans como modelo para pesquisas em desordens
poliglutaminicas e longevidade

O C. elegans tem também se mostrado um vantajoso modelo para o estudo de
doencas polilutaminicas. J& foram construidas linhagens transgénicas de C. elegans
expressando proteinas de fusdo com diferentes expansdes poliglutaminicas com
proteina amarelo fluorescente (YFP). Esses transgénicos sdo suficientes para
reconstruir as caracteristicas patologicas das doencas PoliQ, incluindo o surgimento

dos agregados proteicos, perda de funcdo e morte celular (Morley et al., 2002). Ja foi
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demonstrado em C. elegans que varias vias de sinalizacdo envolvidas nos processos
de envelhecimento também influenciam a formacéo de agregados proteicos.

Em C. elegans, age-1 codifica uma fosfatidil-inositol-3- quinase (PI3-quinase),
gue atua na via de sinalizagdo da insulina (IIS) e mutagdes neste gene dobram o
tempo de vida (Guarente & Kenyon, 2000; Morris et al., 1996). Nos mutantes age-1,
tanto o surgimento da agregacdo como a toxicidade de proteinas PoliQ com 82
repeticbes foram substancialmente retardadas (Morley et al., 2002). Além disso, a
supresséo da agregacao e toxicidade causada pela expanséo PoliQ foi inteiramente
dependente da atividade de daf-16, o gene que codifica o fator de transcricdo do tipo
FoxO, que atua abaixo de age-1 na via da IIS e que é necessério para a longevidade
aumentada neste (Guarente & Kenyon, 2000; Lin et al., 1997)

As sirtuinas séo histonas desacetilases NAD dependentes que regulam DAF-16
e que também tém sido associadas ao envelhecimento e toxicidade dos agregados
PoliQ (Tang & Chua, 2008). C. elegans transgénicos super-expressando sir-2.1
apresentam uma longevidade maior (Tissenbaum & Guarente, 2001) e apresentam
uma menor toxicidade induzida pelas proteinas PoliQ de uma maneira DAF-16
dependente (Parker et al., 2005).

Outro mecanismo genético que controla a longevidade em C. elegans é exercido
pelo fator de transcricdo do heat-shock (HSF-1) e seus efetores HSPs (Hsu et al.,
2003; Morley & Morimoto, 2004). Inativacdo de hsf-1 ou de hsp através do RNAI reduz
o tempo de vida do C. elegans e aumenta a agregacéao de proteinas PoliQ, fornecendo
um elo entre envelhecimento e agregacao PoliQ através das chaperoninas (Hsu et
al., 2003; Nollen et al., 2004). Estes estudos mostram que 0s Varios mecanismos
moleculares envolvidos no controle da longevidade sao importantes na formacao de
agregados e da toxicidade induzida pelas proteinas PoliQ. (Figura 5).

Além disso, a inativacdo de genes de autofagia acelerou a acumulacdo de
agregados PoliQ, além de aumentar a disfungdo muscular induzida por PoliQ em C.
elegans transgénicos que expressam PoliQ nas células musculares. Quando
inativados, esses genes também aceleraram a acumulacado de huntintina nos neurdnios

sensoriais dos animais, resultando em neurodegeneragédo aumentada (Jia et al., 2007)

14



Insulina (IGF-1)

|

DAF-2 (InsR)

|

AGE-1/PI3K
l |— DAF-18 (PTEN)

PDK-1 (PDK)
SIR-2.1 (Sirtuinas)

\ AKT-1, AKT-2 (AKT) PMK-1 (p38 MAPK)
g N K

HSF- 1 DAF 16 (FOXO) SKN-1 (Nrf) |— GSK-3

A\%

Pro-longewdade

Retardo na agrega;ao PoliQ

Figura 5: Vias de sinalizacdo envolvidas no aumento da longevidade promovido por

retardo na agregacao PoliQ no C. elegans

15



Seres vivos sofrem diversos ajustes em sua morfologia, fisiologia, e
comportamento ao longo de seu ciclo de vida. O gasto de energia em resposta a
eventos diferentes durante esse tempo pode ser previsto (como envelhecimento ou
estagio reprodutivo) ou imprevisto (como a exposicéo a estressores e doencas), e cada
um destes eventos influencia a quantidade de energia gasta para a manutencao de
outros processos celulares essenciais. A protecao da linhagem de células germinativas
€ um desses processos, e ocorre ao custo da divisdo de recursos direcionados a
manutencdo das células somaticas (Vilchez et al.,, 2012). Com isso, organismos que
sobrevivem ao periodo pos-reprodutivo apresentam uma deterioracdo gradual de seus

préprios tecidos.

Ja foi evidenciado que alteracbes no ciclo reprodutivo podem afetar a
longevidade em diversos organismos (Kenyon, 2010; Partridge et al., 2005), e em C.
elegans que ndo apresentam células da linhagem germinativa, ocorre um aumento de
60% na longevidade dos animais, além de seus mecanismos de resisténcia a
estressores ambientais se tornarem mais eficazes (Wang et al., 2008). Outros autores
verificaram que em animais cuja esteriidade € induzida por mutacdo, o
redirecionamento de recursos da manutenc¢do da linhagem germinativa para as células
somaticas resultou em atividade proteassbmica elevada, maior taxa de degradacao
proteica e longevidade aumentada, associadas a expressao de rpn-6, uma subunidade
do proteassoma 19S, por meio do fator de transcricdo DAF-16 (Vilchez et al., 2012), o
gue sugere potenciais candidatos a investigagdo para a correcdo de desordens
proteicas correlacionadas a idade. Recentemente, foi sugerido que a inibicdo da
reproducdo de maneira quimica, através do tratamento com 5-fluoro-2’-deoxiuridina
(FUdR), aumentou a resisténcia a diversas formas de estresse no C. elegans, dentre
eles o estresse térmico e oxidativo, além de aumentar niveis de expressdo de genes
relacionados a degradacéo proteica e auxiliar na proteostase dos animais. No entanto,
essa protecdo ndo se mostrou relacionada as vias de reproducao (Feldman et al.,
2014).

16



1.5. O fator de transcricdo SKN-1

No C. elegans, o metabolismo xenobidtico e ativacdo de enzimas de
detoxificagdo sd@o controlados, em parte, por SKN-1. O SKN-1 é uma proteina bZIP
gue se liga a sequéncia WWTRTCAT (Blackwell et al., 1994), atuando de forma
analoga ao fator Nrf de mamiferos, promovendo resisténcia ao estresse e longevidade
(An & Blackwell, 2003). Em condi¢cdes normais, SKN-1 é expresso constitutivamente
nos dois neurénios ASI que detectam ou regulam a ingestdo de comida (YOU et al.,
2008). Nesses neurdnios, SKN-1 € necessario para 0 aumento da longevidade
provocada pela restricdo caldrica (Bishop & Guarente, 2007).

Na auséncia de estresse, a atividade de SKN-1 parece ser controlada tanto no
citoplasma quanto no nucleo. No citoplasma, SKN-1 é regulado por vérias vias de
sinalizacdo. SKN-1 € negativamente regulado através da fosforilagdo pela enzima
glicogénio sintetase quinase (GSK-3) prevenindo sua acumulacdo no nucleo (An et al.,
2005). Foi também demonstrado que a via da IS (via de sinalizacdo da insulina)
regula diretamente o fator de transcricdo SKN-1. DAF-2 € homologo ao receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em mamiferos. DAF-2 ativa as
enzimas fosfatidilinosiol 3-quinase AGE-1 (PI3K), PDK-1, e AKT-1/2, quinases que
antagonizam o fator de transcricdo SKN-1 (Tullet et al., 2008), assim como DAF-16, o
fator ortélogo de FoxO (Henderson & Johnson, 2001; Hertweck et al., 2004; Lee et al.,
2003). Assim como nos mutantes daf-2, mutaces em SKN-1 dirigidas para os sitios de
fosforilacdo da AKT resultam na localizagdo nuclear constitutiva de SKN-1. A delecao
de skn-1 em mutantes daf-2 suprime os fenétipos da resisténcia ao estresse oxidativo e
a longevidade, associados a este Ultimo. Além disso, o envelhecimento é retardado nos
animais quando SKN-1 é superexpresso transgenicamente, e quando possuem o sitio
de fosforilagdo para AKT-1/2 mutados na auséncia de daf-16. Estes dados mostram
que a via de IIS inibe diretamente SKN-1 em paralelo a DAF-16 e que SKN-1 contribui
para a resisténcia ao estresse e longevidade, que sdo observados quando ocorre a

reducédo da atividade de IIS.
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Recentemente, foi demonstrado que a via de sinalizacdo ERK MAPK fosforila
diretamente SKN-1 e ativa a localizagcdo nuclear deste (Okuyama et al. 2010). A
inibicdo da expressédo dos genes da via ERK diminuem a longevidade de animais tipo
selvagem mas nao de mutantes daf-16 e skn-1 sugerindo que a longevidade controlada
pela via ERK MAPK depende de SKN-1 e DAF-16 (Okuyama et al. 2010). Choe et al.
(2009) sugerem que SKN-1 entra no nucleo constitutivamente mas que em condi¢des
normais ela se associa com a proteina WDR-23 e o complexo protéico da ubiquitina
ligase CUL-4/DDB-1 sugerindo que SKN-1 deva ser degradado pelo sistema
proteassdmico (Choe et al., 2009). Também foi demonstrado que WDR-23 regula
negativamente a expressao de genes de detoxificacdo de Fase Il (Hasegawa & Miwa,
2010).

Ja4 em condicdes de estresse oxidativo induzido por paraquat ou calor, SKN-1
acumula no nudcleo das células do intestino e ativa a transcrigdo dos genes gcs-1 (An &
Blackwell, 2003). A localizagao nuclear de SKN-1 requer a sua fosforilagéo pela PMK-1,
uma quinase conservada pertencente da via de sinalizagdo da p38 MAPK (MAPK-
Mitogen-Activated Protein Kinase). SEK-1, a MAPK quinase que fosforila PMK-1 é
necessaria para ativar a translocacdo de SKN-1 no nucleo e ativar a expressao de gcs-
1 (Inoue et al.,, 2005). Os mutantes com perda de funcado skn-1 e sek-1 sdo mais
sensiveis ao estresse oxidativo e possuem um tempo de vida reduzido em cerca de 25-
30%, o que é consistente com associacbes feitas entre estresse oxidativo e
longevidade (Inoue et al., 2005; An & Blackwell, 2003).

Além da inducdo de genes da Fase Il de detoxificacdo em condi¢cdes de
estresse, os dados acima implicam que SKN-1 também tem um papel importante no

controle da longevidade em condi¢gbes normais.

1.5.1. Envolvimento de SKN-1 na degradacao proteica

Recentemente, foi sugerido que SKN -1 estd envolvido em varios processos

metabdlicos além da resisténcia ao estresse (Oliveira et al., 2009). Através da técnica
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de microarranjo, foi identificado que SNK-1 ativa em condi¢cdes normais a expressao de
varios genes envolvidos em processos de detoxificacdo e resisténcia ao estresse,
atividade lisossOmica e proteassomica de degradacdo proteica, imunidade inata e
metabolismo. Um grupo de genes que chamou bastante a atencao foi o dos genes
envolvidos em vias lisossdmicas e proteassOmicas de degradacdo de proteinas
sugerindo que SKN-1 também teria um possivel papel na reciclagem de proteinas
danificadas (Oliveira et al., 2009). Dentro deste grupo, foram encontrados genes que
codificam H+ATPases vacuolares que translocam prétons para dentro do lisossomo e
outras organelas, serinacarboxipeptidases lisossébmica e varias subunidades
proteassémicas. Destes genes, 49% apresentaram duas a seis copias do sitio de
ligacdo de SKN-1 (WWTRTCAT) em 2 kb dos seus promotores indicando que SKN-1
pode estar controlando diretamente a sua expressao (Oliveira et al.,, 2009). Sob
diferentes condicGes de estresse, a expressao de genes de reposta antioxidante e de
Glutationa S-Tranferases diminui quando SKN-1 esta inibido, o que causa diminuicdo
na defesa contra o estresse oxidativo (Park et al., 2009; Oliveira et al., 2009). Também
foi demonstrado que a inibicdo do proteassoma e de enzimas envolvidas no processo
de ubiquitinacdo promovem a localizacdo nuclear de SKN-1 e induzem a expressao de
seu gene alvo, gst-4 (Kahn et al., 2008).

Varias classes de genes envolvidos na homeostase proteica possuem
mecanismos de interacdo com SKN-1. A inibicdo de um grupo de genes relacionados a
homeostase proteica ativa a localizacdo nuclear de SKN-1 e ativa a expressao de seu
alvo gcs-1. Posteriormente, foi sugerido que SKN-1 é ativado em resposta a inibicao de
fatores de iniciacdo da traducdo durante a sintese de proteinas. Esta inibicdo ativa
genes de protecdo celular e aumenta a resposta ao estresse oxidativo, além de ativar
genes diversas classes de genes de proteassoma, como rpn-12, pas-4 e pbs-6 em uma
resposta compensatéria, a fim de manter o funcionamento do sistema ubiquitina-
proteassoma no intestino, fortalecendo a ideia de que o fator de transcricdo pode atuar
de alguma forma na regulacao da homeostase proteica do organismo (Li et al., 2011)

Outras vias também parecem modular a atividade de SKN-1. A via TOR (Target of
Rapamycin), presente em dois complexos funcionais distintos — TORC1 e TORC2 —

regulam SKN-1. O primeiro inibe, ao menos parcialmente, a expressdo de SKN-1 ao
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aumentar a traducdo de mRNA. No entanto, quando TORCL1 esta inibido, SKN-1 age
de forma a aumentar a expressao de genes da via TORC1 em resposta. JA& TORC2
regula a ocupacao nuclear de SKN-1 (Robida-Stubbs et al., 2012). Além disso, uma
das isoformas de SKN-1, SKN-1A apresenta um dominio transmembrana (Wang &
Chan, 2006), o que sugere que SKN-1 também possa estar envolvido em outros tipos
de estresse, como o do reticulo endoplasmatico. De fato, foi sugerido que SKN-1 é
regulado pela via da resposta a proteinas ndo-enoveladas, e, em resposta, controla a
expressdo de genes e fatores dessa via, além de se fazer presente no reticulo
endoplasmatico e que a sinalizacdo do reticulo € importante para a ativacdo das
defesas antioxidantes de SKN-1(Glover-Cutter et al., 2013)

A identificacdo de genes ativados por SKN-1 relacionados com degradacao de
proteinas (Oliveira et al., 2009) chamou bastante a atencdo devido a semelhanca
desta ultima classe funcional com os genes identificados em C. elegans envolvidos na
formacdo de agregados proteicos com repeticdes poli-glutaminicas (PoliQ).
Comparando o perfil transcricional de SKN-1 (Oliveira et al., 2009) com a lista de genes
supressores de agregacao PoliQ (Nollen et al., 2004), identifica-se 13 genes comuns as
duas classes (Figura 6): seis destes genes séo para degradacdo proteassémica (pas-3;
pas-4; pbs-2; pbs-3; pbs-4 e rpt-5), outros quatro para genes de degradacao
lisossbmica (vha-6; vha-8, vha-12 e vha-13), um para uma serina/treoniaquinase (nekl-
2), um para fumarilacetoacetase (fah-1) e um para uma subunidade F;F,da ATPsintase
mitocondrial (atp-5). Baseando-se nesta sobreposicao € plausivel supor que em
condi¢Bes normais SKN-1 ative genes responsaveis pela degradacéo de proteinas com
enovelamento incorreto e possam influenciar a formacao de agregados PoliQ em C.
elegans.

Em trabalhos anteriores de nosso grupo, verificamos que o knockdown de SKN-
1 influencia a agregacgao poliglutaminica no C. elegans. Experimentos realizados com
animais transgénicos que expressam expansdes anormais de poliglutamina nas células
da parede muscular dos animais sugerem que, em condi¢des de reducéo da expressao
de SKN-1, o nimero de agregados tende a aumentar. Entretanto, em animais cuja
expressdo anormal de poliglutaminas se faz presente nas células intestinais, o

knockdown de SKN-1 reduziu a formacéo de agregados em diferentes idades (figura 7)
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(Pereira, 2012). Este fato nos chamou a atencéo, e neste trabalho nos propusemos a
aprofundar os nossos estudos sobre o papel de SKN-1 no perfil de agregacao

poliglutaminica no C. elegans.

1.6.Justificativa e hipotese de trabalho

O entendimento dos processos que regulam a formagcdo e degradacao de
agregados poliglutaminicos € de suma importancia para a compreensdao dos
mecanismos  envolvidos no surgimento e progressdao de  desordens
neurodegenerativas, o que pode levar a identificacdo de potenciais alvos e estrat;egias
terapéuticas para o tratamento destas doencas

De posse das informagbes citadas anteriormente, dois fatos encontrados no
trabalho de Pereira, em 2012, nos chamaram a atencédo. O primeiro € a ocorréncia da
diminuicdo no numero de agregados poliglutaminicos no intestino de C. elegans de
idades mais avancadas. O segundo fato que nos intrigou foi a diminuicdo do nimero de
agregados em condi¢des nas quais skn-1 esta inibido. Por isso, elaboramos a hipétese
de que a energia gasta em processos reprodutivos pode diminuir a taxa de degradacao
PoliQ, além de que podem haver mecanismos compensatorios de degradacdo atuando
no intestino do C. elegans em condi¢cdes de auséncia de skn-1. Por isso, este trabalho
se prop6s a investigar os efeitos da inibicdo do esforco reprodutivo e de skn-1 nos

perfis de agregacao proteica no C. elegans.
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Figura 7: Efeito do RNAI para daf-16 e skn-1 no nimero médio de agregados proteicos nos animais vha-6p::Q44::YFP
(A); vha-6p::Q64::YFP (B); vha-6p::Q82::YFP (C) nas fases L4, adulto de quatro e oito dias.*p<0,05. (Pereira, 2012)
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2.0bjetivos
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2.1. Objetivo Geral

Verificar o papel de SKN-1 e do esforco reprodutivo sobre o padrédo de

agregacao poliglutaminico no Caenorhabditis elegans.

2.2. Objetivos Especificos

Investigar a correlacdo do envelhecimento e esfor¢co reprodutivo sobre o padrao
de formacao de agregados poliglutaminicos no intestino de animais transgénicos
vha-6p::Q(n)::YFP;

Avaliar o efeito do knockdown de skn-1 sobre a expressdo de genes
relacionados a degradacao proteica regulados por SKN-1 em animais selvagens

(N2) e daf-16(mu86), tratados ou ndo com RNAI contra skn-1;

Avaliar o efeito do knockdown de skn-1 sobre a atividade proteolitica
dependente de ATP-Ubiquitina e do proteassoma em animais selvagens (N2),
mutantes daf-16(mu86), e transgénicos que expressam expansfes PoliQ em

células intestinais, tratados ou ndo com RNAI contra skn-1;

Investigar possiveis mecanismos compensatorios na remocdo de agregados
poliglutaminicos no intestino de animais transgénicos que expressam expansoes
PoliQ(n), na idade de adulto de oito dias, em condi¢des de inibicdo dos sistemas

proteoliticos.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Linhagens utilizadas

As linhagens utilizadas neste trabalho (tabela 2) foram fornecidas pelo
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), fundado pelo NIH National Center For
Research Resources (NCRR), University of Minnesota, EUA
(http://www.cbs.umn.edu/CGC). Animais daf-16(mu86) foram utilizados nos

experimentos de analise de atividade proteassOmica e analise de expressao génica
como controle positivo, uma vez que ja foi demonstrado que a inibicdo de daf-16
aumenta a taxa de agregacédo proteica no C. elegans (Nollen et al., 2004). Os animais
das linhagens GF80, GF83 e GF66 foram utilizados nos experimentos de andlise do
padrdo de agregacéao de proteinas poliglutaminicas.

Alguns dos experimentos deste trabalho foram realizados com linhagens
integradas de GF80, GF83 e GF66. Originalmente, estas linhagens séo oferecidas de
forma que a fusé@o da proteina PoliQ e a proteina YFP seja extra-cromossomal, de
forma ndo-integrada, o que faz com que nem todos os seus descendentes apresentem
o fenodtipo desejado, tornando necessaria uma pré-selecdo destes animais. Para
realizar a integracdo, animais dessas linhagens foram colocados em uma placa
contendo apenas meio NGM (Nematode Growth Medium), sem comida, e irradiados
com luz UV a uma energia de 300J por 30 segundos. O dano induzido pela radiacéo
UV faz com que o plasmideo possa ser fundido ao cromossomo do C. elegans,
aumentando a frequéncia com que o fendtipo desejado possa ser transmitido as
geracbes posteriores. ApdOs isso, 0s animais foram retrocruzados com animais
selvagens (N2) por trés geracdes, para que outros danos estocasticos ao DNA
pudessem sem eliminados.

Também foram usados animais knockdown para skn-1, obtidos por interferéncia
de RNA (RNAI). A incorporacado do RNA fita dupla (dsRNA) nos vermes é feita por meio
de um sistema bacteriano. Para tal, um fragmento ex6nico do gene alvo é clonado no
plasmideo pL4440 (distribuido gratuitamente por Andrew Fire), que é especifico
para sintese de dsRNA por inducdo com IPTG (isopropil-3-Dtiogalactopiranosideo)
(Kamath et al., 2001).
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Tabela 2: Linhagens de C. elegans utilizadas neste trabalho

Linhagem Genotipo Descricéo Geral
N2 Tipo selvagem
CF1038 daf-16(mu86) Mutante de delecéo para o gene daf-16
Transgénico extracromossomal
carregando 44 Glutaminas (Q44)
dgEX63[pAMS66(vha- _
GF80 fundidas ao gene YFP, sob controle
6p::Q44::YFP)+pRFA4(rol-6)] o
transcricional do promotor do gene
vha-6
Transgénico extracromossomal
carregando 64 Glutaminas (Q64)
dgEX63[pAMS56(vha- _
GF83 fundidas ao gene YFP, sob controle
6p::Q64::YFP)+pRF4(rol-6)] o
transcricional do promotor do gene
vha-6
Transgénico extracromossomal
carregando 82 Glutaminas (Q82)
dgEx63[pAMS58(vha- _
GF66 fundidas ao gene YFP, sob controle

6p::Q82::YFP)+pRF4(rol-6)]

transcricional do promotor do gene
vha-6
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3.2. Crescimento e manutencao do C. elegans

Os animais utilizados nos experimentos foram cultivados em placas de petri
contendo meio NGM (Nematode Growth Medium) (NaCl 3g/L; bactopeptona 2,5g/L;
agar bacteriologico 17g/L; colesterol 1mg; CaCL 1M; MgSO,4 1M; KPO4 25M (Brenner,
1974), semeadas com E. coli OP50, que serve de alimento para os animais. As placas
eram mantidas a uma temperatura de 20°C, o que permite o desenvolvimento normal
do embrido até atingir seu estagio adulto. A manutencdo das linhagens foi feita
transferindo animais em diferentes estagios para novas placas a medida que a camada

de bactérias ficava escassa.

3.3. Sincronizacao cronolégica dos animais

Os animais utilizados no presente trabalho tiveram suas idades sincronizadas
pelo emprego do tratamento de lise alcalina. A lise alcalina consiste no tratamento de
hermafroditas adultos gravidos com solucdo de lise (50% de hipoclorito de sdodio; 2,5
mM NaOH). Os embrides, resistentes a este tratamento, foram coletados e colocados
em meio liquido M9 (KH,PO,4 22 mM; K;HPO,442 mM; NaCl 85,5 mM; MgSO41 mM) de
um dia para o outro na auséncia de alimento. Isto permite que os embrides eclodam,
mas permanecam estacionarios em L1. Os animais L1 foram entdo transferidos para
placas NGM semeadas com E. coli OP50 por 48h a 20°C, tempo necessario para o C.
elegans chegar a L4.

Outra forma de sincronizar os animais é através da ovoposicéo. Ela consiste em
selecionar de 50 a 200 animais adultos, em idade reprodutiva, de uma placa e transferi-
los para outra. Os animais entdo realizam a postura de ovos na placa por
aproximadamente seis horas, e ap0s esse tempo sao retirados da placa. Dessa forma,
os embrides colocados pelos animais estardo sincronizados no mesmo estagio de

desenvolvimento para as andlises futuras.
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3.4. RNA de interferéncia

Neste trabalho, nds utilizamos a técnica de RNA de interferéncia (RNAI) por
alimentacdo para reduzir os niveis de expressao de skn-1 e daf-16. Esta metodologia
consiste na clonagem, em bactérias E. coli HT115, de um plasmideo pL4440, contendo
um fragmento exdnico do gene alvo, sintetizando assim o dsRNA pela inducdo com
IPTG.

As bactérias foram crescidas overnight em 10 mL de meio Luria-Bertani (LB)
(caseina 10g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 10g/L) pH 7.0. No dia seguinte, elas
foram diluidas em 70 mL de LB, e tiveram seu crescimento monitorado até que
atingissem densidade 6ptica (OD) 600 nm igual a 1,0. Em seguida, os indculos foram
centrifugados por 30 minutos a 4°C e 4000RPM. Apds a centrifugacdo, o pellet de
bactérias foi ressuspenso em 7 mL de LB contendo 8,4 uL do antibiético ampicilina,
14,7 uL de tetraciclina e 21,0 yL de IPTG. Este inéculo foi semeado em placas
contendo meio NGM Plus (NaCl 3g/L; Bactopeptona 2,5¢g/L; Extrato de levedura 0,8
g/L; Agar bacteriologico 17g/L; Colesterol 1mg; CaCL 1M; MgSO,4 1M; KPO,4 25M; 1,20
mL de ampicilina (20 mg/mL); 1,06 mL de tetraciclina (12 mg/mL) e 300 uL de IPTG
(200 mg/mL), formando uma camada de bactérias que serviu de alimento para o C.
elegans.

Os animais, sincronizados em L1, foram crescidos em placas contendo uma
camada de HT115 contendo o plasmideo pL4440 com a sequéncia ex6nica de skn-1
ou daf-16 ou em grupo controle (HT115 contendo apenas o plasmideo pL4440). A
confirmacédo da eficiéncia do RNA para skn-1 foi feita ao verificar a auséncia de larvas
nas placas skn-1(RNAI). Para a confirmacao da eficiéncia do RNAI para daf-16, animais
transgénicos que expressam daf-16 fundidos a uma proteina verde fluorescente foram
crescidos em placas daf-16(RNAIi) e tiveram sua fluorescéncia analisada, com a

diminuicao da fluorescéncia indicando o sucesso do RNAI.
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3.5. Avaliacdo do padréo de formacédo de agregados poliglutaminicos

De acordo com nossas observagdes anteriores, o numero de agregados PoliQ
no intestino de C. elegans transgénicos aumentou com a idade. No entanto, quando os
animais atingiam idades nas quais o periodo reprodutivo ja havia terminado,
observamos uma diminuicdo no numero destes agregados, sobretudo nos animais com
a maior expansdo poliglutaminica, em especial nos tratados com RNAI para skn-1.
Esse fato nos levou a questionar sobre as possiveis correlagdes entre envelhecimento,
esforco reprodutivo e agregacao PoliQ. Uma de nossas hipéteses foi a de que ocorreu
uma diminuicdo no numero de agregados, ao mesmo tempo em que estes
aumentavam de tamanho, sugerindo formacédo de placas de agregados PoliQ. Para
isso, nés mensuramos a area dos agregados PoliQ do trabalho de Pereira (2102).
Outra hipétese foi a de que, em situacbes nas quais o esfor¢co reprodutivo esta
ausente, pode ocorrer um redirecionamento de energia para a manutencdo da
homeostase proteica, fazendo com que a taxa de degradacédo de proteinas aumente.
Para investigar esta hipotese, nés analisamos o padrdo de agregacdo PoliQ em
diferentes idades de animais tratados com FUdR, uma droga que, em C. elegans,

causa esterilidade parental.

3.5.1. Andlise da area dos agregados

A éarea total dos agregados PoliQ dos animais vha-6p::Q82::YFP adultos de 8
dias, constantes no trabalho de Pereira (2012) foi medida utilizando o conjunto de

ferramentas do software ImageJ.

3.5.2. Padrao de agregacéao poliglutaminico apos o tratamento com FUdR

A andlise do padrdo de agregados poliglutaminicos foi feita utilizando as
linhagens vha-6p::Q44::YFP, vha-6p::Q64::YFP e vha-6p::Q82::YFP cuja expressao

da proteina recombinante PoliQ:YFP é direcionada para o intestino. Estas linhagens
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contém plasmidios extracromossomais que apresentam fusdo traducional da
sequéncia genémica do promotor vha-6 com a sequéncia do gene de proteinas com
expansbes de 44, 64 e 82 glutaminas, respectivamente, e com a sequéncia do
gene da proteina amarelo fluorescente (YFP).

Os vermes transgénicos supracitados no estagio larval 1 (L1) foram entéo
cultivados em placas contendo meio NGM e utilizados nos experimentos.
Animais, sincronizados por ovoposicdo em L1, foram crescidos nas placas por 48
horas, tempo necessario para atingirem o desenvolvimento até o estadio L4, e, em
seguida, um grupo foi transferido para placas contendo meio NGM + 5-fluoro-2’-
deoxiuridina (FUdR), em uma concentracdo final de 12 pg/mL, enquanto outro
permaneceu sendo cultivado em meio NGM. O FUdR é uma droga que, em C. elegans,
induz esterilidade parental. Os animais foram entdo analisados nos estagios adulto de
um dia, quatro dias e oito dias. Cerca de 15 a 20 animais por grupo foram
fotografados em um microscopio de fluorescéncia Zeiss, disponivel no Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Biologicas (NUPEB) da UFOP, usando aumento ocular de 10
vezes e filtro para excitagdo de 365 nm. Os agregados proteicos foram definidos como
estruturas com limites distinguivel de fluorescéncia ao seu redor (Morley et al., 2002).
As fotos foram renomeadas para que os agregados fossem contados de maneira

“Cega”_

3.6. Andlise da atividade do proteassoma

3.6.1. Preparo do extrato bruto de proteinas

Aproximadamente 5000 animais tipo selvagem N2 e mutantes daf-16(mu86)
foram crescidos em placas skn-1(RNAIi) e controle(RNAI) por 48h a 20°C, até que
atingissem o estadio larval de L4. Para confirmar a reducédo da expressédo de skn-1,
embribes foram semeados em placas skn-1(RNAi.). Na auséncia de skn-1, os
embrides colocados nao eclodem, uma vez que este é um gene de efeito
materno, essencial para o desenvolvimento embrionario. Esses animais foram
recolhidos por lavagem em tampao M9. Depois de retirado o excesso de M9 foi

adicionado um volume do tampéao de homogeneizagéo (Tris-HCI 5mM, pH 8.0, glicerol
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1%, EDTA 1 mM), correspondendo a 3 vezes 0 peso Umido dos animais, e 10 pyL do
coquetel de inibidores de proteases Amresco (cédigo M221). O material foi
homogenizado por sonicagédo, com cinco pulsos de 30 segundos com intervalos de 30
segundos, em seguida, centrifugado por 30 minutos a 20000G, conforme protocolo
estabelecido por Cabreiro et al.,2011. Ao sobrenadante, foi adicionado glicerol para
uma concentracdo final de 20%. O extrato foi armazenado a -80° C para analises
posteriores. A determinacdo da concentracdo proteica presente no extrato bruto foi
realizada utilizando o principio do &cido bicinconinico (BCA), segundo as
recomendacées do fabricante (QuantiPro™ BCA Assay Kit — SIGMA ALDRICH). O
principio do método BCA se baseia na formacdo de um complexo proteina-Cu?*, sob
condicbes alcalinas, seguido da reducdo de Cu®** a Cu'*. A quantidade da reducéo é
proporcional a quantidade de proteinas presentes. O BCA forma um complexo roxo-
azulado com o Cu'*, fornecendo entdo a base para o monitoramento da reducdo de

Cu?* pelas proteinas.
3.6.2. Medida da atividade proteolitica exdgena

Para a determinacdo da atividade peptidasica do proteassoma presente na
fracao citosdlica de vermes foi utilizado o substrato fluorogénico Succinil-Leu-Leu-Val-
Tyr-4-metil-cumaril-7-amida (SLLVT-MCA). Nesses ensaios foram utilizadas 25ug de
proteinas totais para cada extrato, o tampdo MgCl, 10 mM, DTT 1mM, Tris-HCI 50mM
pH 8,0 e 13 uM de substrato (para atividade de quimiotripisina) na presenca ou nao do
inibidor MG132 (Cbhz-Leu-Leu-Leucinal) 20 yuM. O ensaio foi realizado num volume final
de 240 pL e a incubagéo realizada durante 60 minutos a 37°C sendo interrompida pela
adicdo de 1,5 mL de etanol. A seguir, foram feitas leituras fluorimétricas nos
comprimentos de onda 380 nm (excitacdo) e 440 nm (emissdo) no
espectrofluorofotbmetro RF-5301PC (Shimadzu — Toquio, Japéo) e os resultados,
expressos em unidades de fluorescéncia obtidos em 1 minuto por g de proteina, foram
transformados em uma razéo, dividindo-se o valor encontrado em cada condi¢ao pelo

valor encontrado na condicdo N2, Controle(RNAIi). Em seguida, subtraiu-se o valor
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encontrado nas condi¢des extrato+MG-132 do valor encontrado na condicdo extrato
bruto, obtendo-se a atividade proteolitica relativa do proteassoma.

3.6.3. Padrdo de agregacédo poliglutaminico apés a inibicdo dos sistemas
de degradacéo proteica

Esta analise foi realizada utilizando a linhagem e vha-6p::Q82::YFP. Os animais,
sincronizados em L1, foram cultivados em placas Controle(RNAI) e skn-1(RNAI), com a
adicdo, ao meio NGM, de 13 uM de MG-132 para a inibicdo do proteassoma ou 20 mM
de cloroquina para a inibicdo do lisossoma, até atingirem a idade adulta de oito dias.
Um numero de 15 a 20 animais por grupo foram fotografados em um microscopio
de fluorescéncia Zeiss, disponivel no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas
(NUPEB) da UFOP, usando aumento ocular de 10 vezes e filtro para excitagado de 365
nm. Os agregados proteicos foram definidos como estruturas com limites distinguivel
de fluorescéncia ao seu redor (Morley et al., 2002). As fotos foram renomeadas para

que os agregados fossem contados de maneira “cega’.

3.7. Andlise da expressao génica

3.7.1. Extragcdo de RNA

A extracdo de RNA total foi feita conforme o método do trizol descrito por
Chomczynski & Sacchi, em 2006, adaptado para as condi¢cbes de trabalho com C.
elegans. Placas Controle(RNAI) e skn-1(RNAI) contendo cerca de 2500 animais tipo
selvagem (N2), ou mutantes daf-16(mu86), foram lavadas utilizando agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), substancia que inativa as RNAses presentes. Os animais
suspensos no meio liquido foram depositados em microtubos estéreis, previamente
autoclavados por 40 minutos. Repetiu-se a lavagem trés vezes adicionais, a fim de
remover 0 excesso de bactérias. Apos tal procedimento, retirou-se 0 excesso de agua
DEPC e adicionou 1,5 mL de BRAzol aos microtubos. O BRAzol € um detergente que
lisa a parede celular do C. elegans e mantém a integridade dos seus acidos nucleicos,
para posterior precipitacdo. Como o C. elegans possui uma cuticula resistente, apos a

adicdo do BRAzol, os microtubos foram submetidos a homogeneizacdo em vortex por

34



30 segundos, a fim de auxiliar no rompimento dessa cuticula. Os microtubos eram
entdo deixados a temperatura ambiente por 10 minutos, para que se realizasse a
extracdo. Em seguida, os microtubos eram centrifugados por 20 minutos a 16000G, a
uma temperatura de 4°C, e o sobrenadante era transferido para outros microtubos
livres de RNAses, aos quais foram adicionados 200 uL de cloroférmio UV/HPLC
espectroscopico, seguido de homogeneizacéao por 15 segundos em vortex.

Ap6s a homogeneizagdo, os microtubos eram deixados por 3 minutos a
temperatura ambiente, para que se iniciasse a separacdo do homogenato em duas
camadas, uma mais cristalina e outra azulada e espessa. Realizou-se a centrifugacéo
dos microtubos, a 16000 a 4°C por 20 minutos, apés a qual se verificava a completa
separacado das duas camadas. A superior, mais cristalina, foi transferida para novos
microtubos livres de RNAses. Aos tubos contendo a camada cristalina, foi adicionado
um volume igual de Isopropanol, e eles foram deixados a temperatura ambiente por 10
minutos para precipitacdo do RNA.

Os microtubos foram entéo centrifugados por 10 minutos a 13000G e a 4°C,
apos a qual verificava-se um pellet de RNA. Retirou-se entdo o sobrenadante, e lavou-
se o0 pellet com 350 L de Etanol 70% (feito utilizando agua DEPC ou livre de RNAse).
Os microtubos foram entdo centrifugados a 16000G por 5 minutos a uma temperatura
de 4°C, e o sobrenadante de EtOH 70% foi removido. Deixou-se o0s microtubos
secando a temperatura ambiente, para remover qualquer excesso de EtOH, e
adicionou-se 24 uL de agua DEPC para que ocorresse a ressuspensao dos pellets.

ApoOs a ressuspensdo do RNA, os microtubos eram submetidos a banho-maria
de 60°C por 10 minutos, para que ocorresse a completa dissolucdo do RNA. As

amostras foram armazenadas a -80°C.

3.7.2. Quantificacdo do RNA

As amostras de RNA extraido tiveram sua concentracdo e densidade optica
medidas pelo uso do espectrofotdmetro NanoVue Plus (General Electric). Apenas as
amostras que apresentaram uma razao acido nucleico/proteina (Azso/Azg0) Maior que
1,80 ao comprimento de onda de 600 nm foram submetidos a visualizagdo em gel de

agarose 1% para verificacdo de sua integridade.
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3.7.3. Verificacao da integridade do RNA em gel de agarose

De cada amostra de RNA extraido, foi retirada uma aliquota contendo 3ug de
RNA total. A cada uma destas aliquotas, foram adicionados 2 yL de tampéao de
coloracédo de formaldeido 10X (50% glicerol diluido em agua DEPC; EDTA 10 mM pH
8,0; azul de bromofenol 0,25% m/v; xileno cianol 0,25% m/v) e 2 yL de brometo de
etidio (200ug/mL). As amostras foram entdo aquecidas a 75°C durante 10 minutos,
para que ocorresse a desnaturacdo do RNA, e em seguida, foram aplicadas em gel de
agarose 1% (agarose 0,50g e TBE 1X 50mL), sendo submetidas a eletroforese por
aproximadamente duas horas e meia a 80V. O gel foi submetido a uma pré-corrida,
com voltagem de 70Vpor 10 minutos, antes de se aplicar as amostras nas canaletas.

Usou-se TBE 1X como tampao de corrida na eletroforese. Toda a vidraria
utilizada nesse processo passou previamente por uma lavagem e posterior
aquecimento a 160°C por 3 horas, e a cuba e demais materiais sofreram tratamento
com peroxido de hidrogénio 3 volumes para remocdo de quaisquer RNAses que
pudessem degradar as amostras carregadas.

Ao término da eletroforese, o gel foi visualizado em um transiluminador UV, no
qgual foi possivel verificar o padrdo de bandas de RNA comparado com um peso

molecular de DNA. O gel foi fotografado para analise.

3.7.4. Sintese do DNA complementar (cDNA)

Os cDNAs foram obtidos a partir do kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Para a sintese de cDNA por este método, 1500
ng de RNA foram pipetados em um microtubo de 0,2 mL, juntamente com 2,0uL de 10X
RTBuffer (tampéo de reacdo), 0,8 pL de 25XdNTPMix, 2,0 pL de iniciadores aleatdrios
(Random Primers), 1,0 uL da enzima transcriptase reversa Multiscribe. O volume da
reacao foi completado para 20 pL com H,O DEPC. Esta solugéo foi submetida a reacéo
de RT-PCR em um termociclador MG96+ (Biocycler), que consiste em uma etapa a
25°C por 10 minutos, seguida de 37°C por 120 minutos, e 85°C por 5 minutos. Este
cDNA foi diluido para a concentracdo de 25 ng/uL utilizando-se H,O DEPC, e

armazenado em freezer a —20° até a realiza¢do dos estudos de qPCR.
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3.7.5. Desenho dos iniciadores

Os iniciadores utilizados nas reacbes de gPCR para os treze genes foram
desenhados com o software primer3 (versao 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3),
inserindo-se a sequéncia a ser flanqueada de cada gene e atentando as especificagcdes
de temperatura de anelamento (~60°C) e conteuddo GC maximo (60%). O tamanho
especificado para cada iniciador era de no minimo 100 e no maximo 150 pares de
base, o apropriado para a técnica de gPCR empregada nos ensaios. Os iniciadores
estdo dispostos no quadro 1. Iniciadores para outros doze genes, candidatos a
referéncia enddgena, apontados por Hoogewijs et al. (2008) (act-1, act-2, actin, cdc-42,
csg-1, ama-1, eif-3.C, mdh-1, rbd-1, pmp-3, tha-1 e gpd-2) foram utilizados.

3.7.6. PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

Nas reacdes de gPCR realizadas no presente trabalho, foi empregada a técnica
de RT-PCR quantitativo (QRT-PCR) através do sistema de deteccdo de sequéncia
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) e o kit SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems). A amplificacdo por PCR foi realizada em placas de
polipropileno “flat-top” para 96 reacdes (Axygen Scientific) cobertas com tampas para
microplacas (Axygen Scientific) e em triplicata, utilizando-se 2,0 yL (50ug) de cDNA,
4,3 pL de H,0O MiliQ, 7,5 uL de SYBR® Green (Applied Biosystems), e 1,2 pL (20 uM)
do primer do gene-alvo, para um volume total de reacdo de 15 pL. As amostras foram
mantidas, na etapa inicial, a 95°C por 10 minutos (desnaturacdo inicial), na etapa
seguinte, 40 ciclos, a 95°C por 1s (desnaturacao) e 60°C por 1 minuto (anelamento e
extensdo). O protocolo de dissociacdo foi realizado alternando a temperatura entre
95°C (15s), 60°C (1 minuto), 95°C (30 segundos) e 60°C (15 segundos).
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Quadro 1: Iniciadores utilizados na reacdo de gPCR, obtidos através do software
Primer3

A ™ Conteado Tamanho do
Gene Sequéncia °C) GC (%) fragmento gerado
(pb)
atp-5 5' - acgtcttccgtgaactggtc 62,4 55
3' - gcaaagtcgatcttgggaag 60,4 50 143
tah-1 5' - ctcggatttcccaattcaaa 56,3 40
3' - ttggcaatttctgccaagtt 56,3 40 117
nekl-2 5' - gacgtggtgcttttggagtt 60,4 50
3' - tctttttcagtcattccgtgag 58,9 40,9 106
pas-4 5' - tccectgatggacacttgtt 60,4 60,4
3'- gattgtgcggtcatcttgaa 58,4 58.4 147
pas-6 5' - aagagtgaaacccacgctgt 60,4 50
3'- gagaccagcgatggaaactc 62,4 55 117
pbs-2 5' - cccattcacagctcaaggat 60,4 50
3' - gtttcctgaggcegttgtcac 62,4 o5 148
Dbs-3 5'- tgagctacactggtggaacc 62,4 o5
3' - gttgcaattgttgtcatctgc 58,7 42,9 100
pbs-4 5'- gggaatttccaccgaaaact 58,4 45
3'- ctccgatgcacatcattgtc 60,4 50 134
(pt-5 5'- gctgattgaagctgttgtgc 60,4 50
3'- ttgatttagtttgggcagca 56,3 40 149
vha-12 5'- ccggacaggttcttgaaatc 60,4 50
3'- agcatgtcttcggaaactgg 60,4 50 136
vha-13 5'- tcatttcccaatctctctcca 58,7 42,9
3' - gtgacaccttcgacctccat 62,4 55 133
vha-6 5' - ggaacagaatgcgtacacga 60,4 50
3'- gccggaatatgctcatcgta 60,4 50 138
vha-8 5'- agccgaggaagaattcaaca 58,4 45 142
3'- cgtccagcgttgagagagt 62,4 55
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3.7.7. Curvas de calibracéo e padronizacdo da gPCR

As curvas de calibracdo foram elaboradas em triplicata, a partir de diluices
seriadas de cDNA (500 ng, 50 ng, 5 ng, 0,5 ng e 0,05 ng) dos animais N2 crescidos em
condi¢cdes normais. O protocolo utilizado foi 0 mesmo descrito em 3.7.6. A curva de
dissociacao fornece informacdes a respeito da amplificacdo de produtos especificos ou
inespecificos que porventura tenham sido amplificados (como dimeros de iniciadores).

Foram utilizados pelo menos quatro pontos para a construgdo das curvas-
padrao e determinacédo da eficiéncia de cada iniciador. Elas obtiveram uma eficiéncia
superior a 95%. Somente foram consideradas curvas-padrdo satisfatérias para
referéncia aquelas com slope (diferenca nos valores de CT entre as diferentes
diluicdes) entre 3,1 e 3,9 (idealmente 3,3).

3.7.8. Escolha do gene de referéncia endégena

O protocolo para a realizacdo da gPCR das amostras dos genes de referéncia
endogena foi o0 mesmo descrito em 3.7.6. O nivel de expressdao de cada gene
candidato foi comparado em todas as condicbes. O gene ideal para a referéncia
endoégena é o que apresenta menores variacdes nos seus niveis de expressao todas

as condicdes analisadas.

3.7.9. Analise dos niveis de expressdo dos genes por meio do método do
Cr comparativo (274

O protocolo para a realizacdo da gPCR das amostras dos genes-alvo foi o
mesmo descrito em 3.7.6.

Como os valores Ct sao fornecidos de forma exponencial, é recomendavel que
se transforme tais valores para uma forma linear. O calculo do AAC+ é feito ao se
subtrair a média dos valores do Ctdo gene de referéncia enddgena da média do Crde
cada gene-alvo em cada condicdo. Dessa forma, obtém-se o primeiro A. O segundo A é
obtido ao se subtrair o A encontrado na condigao controle do gene-alvo do A desse
mesmo gene nas demais condi¢cdes. Elevando-se 2 a poténcia do valor negativo do

AAC+, é possivel determinar a alteracdo no nivel de expressdo de cada gene-alvo,
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guando comparado ao gene de referéncia enddgena. O nivel de expressdao da

referéncia enddégena é normalizado em 1,00, uma vez que o seu AAC+ € igual a 0.

3.8.1. Padrédo de agregacéao poliglutaminico em condi¢fes de inibicdo de
DAF-16 e SKN-1.

Para avaliar o envolvimento de SKN-1 e DAF-16 no padrao de agregacao
poliglutaminica, nés analisamos o0 numero de agregados de animais vha-6p::Q44::YFP;
vha-6p::Q64::YFP e vha-6p::Q82::YFP tratados com RNAi para skn-1 e daf-16,
conforme protocolos descritos anteriormente. Os animais foram fotogrados nas idades
de adulto de um, quatro e oito dias, e a contagem dos agregados foi feita de maneira
cega.

Pereira, em 2012, demonstrou que, em animais que expressam 64 e 82
expansdes PoliQ em seus intestinos, a inibicdo de tanto skn-1 quanto daf-16 é capaz
de reduzir o nimero de agregados. Isto € um fato curioso, uma vez que € sugerido que
estes fatores de transcricdo proporcionem um aumento na longevidade através da
degradacéo de proteinas. No entanto, isso sugere que possa haver um mecanismo de
compensacao por parte destes dois fatores de transcricdo para que a atividade
proteolitica seja mantida ou aumentada na auséncia de um deles.

Por isso, resolvemos testar a hipétese de que possa haver alguma sinergia entre
skn-1 e daf-16 na agregacdo poliglutaminica, realizando ensaios nos animais vha-
6p::Q(n)::YFP em diferentes idades, tratados com o RNAi contra skn-1 e daf-16

simultaneamente.

3.9. Anédlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student, sendo
que p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. Amostras que né&o
apresentavam distribuicdo normal foram analisadas utilizando o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney, sendo p<0,05 considerado estatisticamente significante. A &rea dos
agregados foi comparada atraves do teste de analise de variancia (ANOVA) 1-way.
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4. Resultados
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4.1. Analise do efeito do esforco reprodutivo na formacdo de agregados
poliglutaminicos

Pereira (2012) obsevou que o niumero médio de de agregados PoliQ no intestino
dos animais vha-6::PoliQ(n)::YFP declina com o envelhecimento dos animais. Assim, o
presente trabalho se propds a verificar inicialmente a hipotese de que esta diminuicao
no numero de agregados pode estar relacionada a: 1) um aumento no tamanho do

agregado; ou 2) influéncia do esforco reprodutivo.

4.1.1. Analise da area total dos agregados poliglutaminicos

Para avaliar se a reducdo do niumero médio de agregados esta associada a um
aumento no tamanho dos agregados, nds re-analisamos as fotos dos animais vha-
6p::Q82::YFP adultos de 8 dias de Pereira (2012). A area total dos agregados
poliglutaminicos destes animais dos grupos controle(RNAI), skn-1(RNAi) e daf-
16(RNAI) mediam 11,30 £ 1,526 um; 12,07 £ 2,268 ym e 15,12 + 2,440 pm
respectivamente. Estes resultados mostram que ndo existe qualquer diferenca
significativa no tamanho dos agregados nas diferentes condi¢cdes analisadas pela
autora (Figura 8) sugerindo que ndo existe um mecanismo compensatorio entre a

reducdo do numero de agregados pelo seu tamanho.
4.1.2. Analise do padrédo de agregacao PoliQ ap6s o tratamento com FUdR
Para avaliar se a reducdo do numero médio de agregados esta associada a uma
reducdo do esforgo reprodutivo, n6s comparamos o perfil de agregacao poliglutaminica

nos animais vha-6p::Q44:..YFP, vha-6p::Q64::YFP e vha-6p::Q82::YFP tratados ou ndo
com FUdR (Figura 9).
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Figura 8: Efeito do RNAI para skn-1 e daf-16 na medida da area, em micrémetros, dos

agregados proteicos em animais vha-6p::Q82::YFP adultos de 8 dias.
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Figura 9: Padrdo de expressédo PoliQ::YFP dos transgénicos vha-6p::Q44::YFP, vha-
6p::Q64::YFP e vha-6p::Q82::YFP tratados ou ndo com FUdR.
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Na linhagem vha-6p::Q44::YFP, os animais adultos de 1 dia do grupo controle
apresentaram uma média de 0,67 agregados poliglutaminicos. O tratamento com FUdR
reduziu significativamente este numero para 0,09 agregados. NOs verificamos,
conforme o esperado, um aumento no nimero de agregados entre 0os animais adultos
de 1 dia para os animais adultos de 4 dias. Nos animais adultos de 4 dias, o grupo
controle apresentou uma média de 19,84 agregados PoliQ, enquanto que os animais
tratados com FUdR apresentaram uma reducgdo significativa do ndimero médio de
agregados para 13,06. Com a progressao do envelhecimento, os adultos de 8 dias do
grupo controle apresentaram, em meédia, 42,39 agregados, e aqueles tratados com
FUdR apresentaram uma diminuicdo significativa no nimero de agregados, para uma

média de 30,83 agregados (Figura 10A).

A mesma tendéncia foi observada na linhagem vha-6p::Q64::YFP (Figura 10B).
Nos adultos de 1 dia do grupo controle, verificamos uma média de 16,87 agregados
PoliQ. O tratamento com FUdR dos animais dessa mesma idade reduziu
significativamente o numero destes agregados para 12,08. Adultos de 4 dias do grupo
controle apresentavam, em meédia, 38,21 agregados, e, novamente, a inducdo da
esterilidade foi capaz de reduzir significativamente este niamero para 31,06. J& os
animais adultos de 8 dias do grupo controle possuiam, em média, 64,48 agregados
PoliQ, enquanto os tratados com FUdR possuiam 44,82 agregados PoliQ, reducéo que

se mostrou novamente significativa (Figura 10B).

A linhagem vha-6p::Q82::YFP também apresentou reducédo significativa no
numero de agregados de adultos de 1 e 4 dias, quando tratados com FUdR. Enquanto
0 grupo controle apresentou uma média de 47,87 e 100,6 agregados nas idades adulto
de 1 dia e 4 dias, respectivamente, o tratamento com FUdR reduziu significativamente
este numero para 39,50 e 83,08, respectivamente. Ja 0os animais adultos de 8 dias ndo
tratados apresentaram uma reducao no numero de agregados quando comparados aos
adultos de 4 dias. Os animais do grupo controle apresentaram uma média de 47,29
agregados, e, nestes animais, o tratamento com FUdR n&o foi capaz de alterar o
padrédo de agregagdo, e 0s animais apresentaram uma média de 54,29 agregados
PoliQ (Figura 10C).
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Figura 10: Efeito do tratamento com FUdR no nimero médio de agregados proteicos nos animais vha-6p::44::YFP (A);
vha-6p::64::YFP (B) e vha-6p::82::YFP (C) nas idades adulto de 1, 4 e 8 dias.*p<0,05.
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Em conjunto estes resultados sugerem que parte da energia direcionada ao
esforco reprodutivo pode afetar a quantidade de energia gasta para a manutencéo de

outros processos celulares essenciais, no caso deste projeto, a proteostase.

4.2. Anélise do papel de SKN-1 sobre a ativagdo dos sistemas proteoliticos

SKN-1 esta envolvido em vias de longevidade e resisténcia ao estresse em C.
elegans. Dados mais recentes indicam que este fator de transcricdo também participa
de vias de degradacdo de proteinas. Ja foi demonstrado que SKN-1 ativa diversos
genes relacionados a agregacao proteica. Ao comparar esses dados durante a revisdo
bibliografica, obsevamos que treze genes envolvidos na agregacdo proteica, Sao
também ativados por SKN-1 (Figura 6), sendo eles os genes atp-5, vha-6, vha-8, vha-
12, vha-13, pas-4, pas-6, pbs-2, pbs-3, pbs-4, rpt-5, fah-1 e nekl-1. Neste projeto, nés
também avaliamos o envolvimento de SKN-1 na degradacdo proteica através da
analise: 1) da expressao de genes; 2) da atividade proteolitica dependente de ATP-

Ubiquitina e 3) da andlise de padrdo de agregacao poliglutaminica.

4.2.1 Efeito do knockdown de SKN-1 sobre a expressdo de genes de
degradacéao proteica

4.2.1.1. Escolha do gene de referéncia endbégena

Apos confirmar a especificidade e eficiéncia de todos os genes, nds verificamos
gual seria 0 gene mais adequado para ser usado como referéncia endoégena para as
amostras estudadas neste projeto. O gene ideal para a referéncia enddégena é o que
apresenta menores variagbes nos seus niveis de expressdo todas as condicfes
analisadas. Dos doze genes testados, 0 gene csg-1 apresentou 0s niveis de expressao
mais aproximados em todas as condi¢fes, evidenciado pelo ciclo no qual o padréo
fluorescente é detectado na reacdo de qPCR (Ct). Este mesmo gene, também por

apresentar um desvio padréo dos CTs menor do que os outros em todas as condi¢cbes
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foi o gene escolhido para ser utilizado como referéncia enddégena no presente trabalho.
A tabela 3 apresenta os resultados de seis dos doze genes candidatos a referéncia

endogena.

4.2.1.2. Anédlise da expressdo dos genes da subunidade
catalitica/regulatoria 20S do proteassoma

Dentre seis genes que codificam para subunidades proteass6micas, verificamos
gue apenas a expressao de pbs-4 foi significativamente menor nos animais N2;skn-
1(RNAI). Os animais daf-16(mu86);skn-1(RNAI) apresentaram os niveis de pbs-4
aumentados em relacdo aos animais N2;skn-1(RNAI). (Figura 11). Os mutantes daf-
16(mu86) apresentam expressdo de pbs-3 aumentada, enquanto animais N2;skn-
1(RNAI) apresentaram o0s niveis de expressdo deste mesmo gene reduzidos, quando
comparados ao mutante daf-16(mu86), embora ndo em relacdo aos animais do grupo
controle(RNAI). JA em animais daf-16(mu86);skn-1(RNAi), a expressdo de pbs-3
apresentou um aumento em relagédo aos animais N2;skn-1(RNAi). Também foi possivel
verificar a diminuicdo da expressao do gene pbs-4 em animais N2;skn-1(RNAI), quando

comparados ao grupo controle.

48



Tabela 3: Valores de Ct para os candidatos a referéncia endégena

Gene

controle(RNAI)

daf-16(mu86);Controle(RNAi) N2;skn-1 (RNAI)

daf-16(mu86);skn-1 (RNAI)

csqg-1
act-2
actin

eif-3.C
mdh-1
rbd-1

23,008 + 1,000
25,945 + 2,431
22,068 *+ 2,350
27,432 + 0,248
28,63 + 0,002
28,776 = 0,497

23,24 + 0,338
26,814 + 1,426
24,481 + 2, 461

25,2 + 3,481

27,22 + 2,843
25,463 + 2,013

22,709 + 0,989
34,738 £ 0,741
23,558 + 1,872
24,823 +1, 473
30,469 + 2,301
33,316 £ 1,491

23,355+ 0,124
24,962 + 1,210
24,534 + 1,016
23,888 + 2,007
26,793 + 1,995
26,213 + 0,838
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Figura 11: Quantificacao relativa (
degradacdo proteica da subunidade catalitica/regulatéria do proteassoma 20S
regulados por SKN-1 nos animais tipo selvagem e mutante daf-16(mu86), tratados ou
nao com RNAI para skn-1. A normalizacéo foi feita em relacdo a expressao de csg-
1(linha padronizada em 1,0) dos animais N2;controle(RNAI). *p<0,05 em relacao .

#p<0,05 em relacdo a daf-16(mu86). A p<0,05 em relacdo a N2;skn-1(RNAI).
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Para todos os demais genes da subunidade catalitica/regulatéria 20S do proteassoma,

nao foram observadas diferencas em suas expressdes nos diferentes grupos.

4.2.1.3. Andlise da expressao dos genes da subidade H*-ATPase vacuolar

Ja para os genes que codificam para subunidades vacuolares do lisossoma,
verificamos mutantes daf-16(mu86);controle(RNAI) apresentam niveis de expressao
dos genes vha-8 e vha-12 aumentados 242% e 339%, respectivamente, em relacdo ao
animais tipo selvagem do grupo controle. Animais N2;skn-1(RNAI), apesar de nao
apresentarem alteracdes na expressdo génica quando comparados ao controle,
possuem a expressdo de vha-8 e vha-12 reduzida em relacdo aos mutantes daf-
16(mu86). Os animais daf-16(mu86);skn-1(RNAi) apresentaram niveis de vha-8
elevados quando comparados aos animais controle e aos animais N2;skn-1(RNA).
(Figura 12)

4.2.1.4. Analise da expresséao de outros genes de degradacao proteica
regulados por SKN-1

Para os demais genes relacionados a degradacao proteica regulados por

SKN-1, nés verificamos uma diminuicdo apenas na expressdo do gene fah-1 nos
animais N2;skn-1(RNAI). (Figura 13)
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Figura 12: Quantificacéo relativa (22°™) dos niveis de expressdo de quatro genes de
degradacdo proteica da subunidade H*-ATPase vacuolar regulados por SKN-1 nos
animais tipo selvagem e mutante daf-16(mu86), tratados ou ndo com RNAI para skn-1.
A normalizacao foi feita em relacdo a expressado de csg-1(linha padronizada em 1,0)
dos animais N2;Controle(RNAI). *p<0,05. #p<0,05 em relacdo a daf-
16(mu86);Controle(RNAI). 5p<0,05 em relacdo a N2;skn-1(RNAI).
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Figura 13: Quantificacdo relativa (2*“°™) dos niveis de expressdo de quatro genes
envolvidos em outras vias de degradacdo proteica regulados por SKN-1 nos animais
tipo selvagem e mutante daf-16(mu86), tratados ou ndo com RNAI para skn-1. A
normalizacéo foi feita em relacdo a expressao de csg-1(linha padronizada em 1,0) dos
animais N2;Controle(RNAI). *p<0,05.
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4.2.2. Efeito do knockdown de SKN-1 sobre a atividade proteolitica
dependente de ATP-ubiquitina e do proteassoma

Outra estratégia adotada para demonstrar o envolvimento do fator de transcricéo
SKN-1 na degradacgéo proteica foi quantificar a atividade proteassémica em animais
tipo selvagem e em mutantes daf-16 tratados ou nhdo com skn-1(RNAI). Para confirmar
a qualidade do extrato proteico bruto utilizamos MG-132 como inibidor especifico, e
ATP como ativador da atividade proteassOmica. A faixa esperada de inibicdo da
atividade proteolitica por MG-132 € de aproximadamente 80%, enquanto a ativacao por
ATP é de aproximadamente 60% (Lee & Goldberg, 1988). Durante a padronizacgao, foi
possivel verificar essas taxas de inibicdo e ativacdo (Figura 14), indicadores de uma
extracdo bruta de proteinas bem-sucedida. Apds essa verificacdo, utilizamos apenas o
MG-132, uma vez que sua taxa de inibicdo foi satisfatéria e sua atividade é especifica
para proteassoma, enquanto o ATP, apesar de mostrar uma taxa de ativagdo mais
efetiva atua como um ativador inespecifico.

Ao realizar os experimentos, subtraimos o valor encontrado da atividade
proteassémica na presenca de MG-132 daquela encontrada no extrato bruto, obtendo a
medida da atividade proteassdmica. Estabelecemos entdo a atividade relativa do
proteassoma, calculando a razao dos valores encontrados em cada grupo em relacao
ao grupo controle. Nos animais N2;skn-1(RNAI) estagio L4, observamos uma reducao
de 69% em relacdo ao grupo controle, enquanto nos animais daf-16(mu86);skn-
1(RNAI), houve reducéo de 64% (Figura 15).

54



‘g 0.20-
i
% 0.15-
2
£ 0.10- o s
E 0.05-
“ p.00 .
O o]
o N
S ~
& &
<&

Figura 14: Taxas de inibicdo e ativagdo proteassdmica obtidas durante a padronizacéo

dos ensaios
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Figura 15: Efeito do RNAI para skn-1 na atividade proteolitica exégena em animais N2

e mutantes daf-16(mu86). *p<0,05. Colocar italico nas legendas do eixo do X
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organismo. Por isso, resolvemos investigar a participacdo dos sistemas proteoliticos —
lisossoma e proteassoma — e de outro fator de transcricdo — no caso, DAF-16 — , em
conjunto com a inibicdo de SKN-1 na degradacdo de agregados poliglutaminicos no C.

elegans.

Apesar desta reducdo da atividade proteassdmica nos animais skn-1(RNAI),
Pereira (2012) observou uma reducdo no numero de agregados nos animais de 8 dias
vha::Q82::YFP tratados com skn-1(RNAI). Para verificar se a reducdo do numero de
agregados nestes animais esta correlacionada com um aumento da atividade
proteassémica nos analisamos a atividade proteassomica diretamente nestes animais
transgénicos. Os resultados mostram que os animais N2;skn-1(RNAI) adultos de 8 dias
apresentam uma atividade proteassomica signficativamente reduzida em comparacao
com animais N2;controle(RNAIi) de maneira semelhante a observada nos animais
adultos de 1 dia (Figura 16). Ja nos animais adultos de 8 dias N2:vha-6::Q82 tratados
com skn-1(RNAi), a atividade proteassdmica destes ndo € diferente dos mesmos
transgénicos tratados com controle(RNAI) (Figura 16). Estes resultados indicam que
nos animais transgénicos vha-6p::Q82::YFP adultos de 8 dias a inibicdo de SKN-1 ndo
altera a atividade proteassomica sugerindo a existéncia de outros mecanismos
compensatérios para aumentar a atividade proteassémica e impedir a formacédo de

agregados poliglutaminicos nestes animais.

4.3. Andlise do papel compensatorio de outros mecanismos na degradacao
proteica nos animais vha-6::Q82

SKN-1 n&do € o unico fator de transcricdo envolvido na degradacédo proteica em C.
elegans. DAF-16 também promove longevidade e promove a reducdo na agregacao
PoliQ. Alem disso, conforme dito anteriormente, o proteassoma nao é o unico sistema
responsavel por eliminar proteinas defeituosas ou tdxicas do organismo. Por isso,

resolvemos investigar a participacdo: 1) dos sistemas proteoliticos (lisossoma e
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(A) e vha-6p::Q82::YFP (B).
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proteassoma) e 2) do fator de transcricdo DAF-16 na formacdo de agregados

poliglutaminicos nos animais vha-6p::Q(n)::YFP.

4.3.1. Efeito da inibicdo do proteassoma e do lisossoma no padrédo de
formacado de agregados poliglutaminicos

Para avaliar se a diminuicdo na formagédo de agregados nos animais vha-
6p::Q82::YFP adulto de 8 dias tratados com skn-1(RNAi) depende da atividade
proteassdbmica ou lisossdbmica, nds analisamos o0 numero de agregados
poliglutaminicos nestes animais com a inibicdo destes dois sistemas proteoliticos. O
knockdown de skn-1, conforme o esperado, reduziu o niumero médio de agregados
PoliQ dos animais quando comparado aos grupos controle (Figura 17). No entanto, a
inibicdo dos sistemas proteoliticos, tanto proteassomal quanto lisossomal, provocou um
aumento significativo na formacdo de agregados nos animais skn-1(RNAi). Enquanto
animais que néo tiveram nem o lisossoma nem o proteassoma inibidos apresentavam,
em média, 23,57 agregados, os animais tratados com MG-132 apresentaram 40,65 e
os tratados com cloroquina apresentaram 34,24 agregados PoliQ. Apesar disso, 0s
animais do grupo controle(RNAI) ndo apresentaram diferencas significativas no padréao
de agregacao PoliQ. Os animais controle, os que foram tratados com MG-132 e os que
receberam tratamento com cloroquina apresentaram médias de 40,96, 47,31 e 41,11

agregados, respectivamente.

4.3.2. Analise dos efeitos da inibicdo simultanea de skn-1 e daf-16 no
padrdo de formacdo de agregados poliglutaminicos

No6s também avaliamos se o fator de transcricdo DAF-16 estaria atuando de
forma compensatéria nos animais vha-6p::Q(n)::YFP. Para isto nds analisamos o
padrao de agregados poligutaminicos nestes animais, submetidos a duplo RNAi para
skn-1 e daf-16. Apoés a inibigdo simultanea de skn-1 e daf-16, verificamos que o0 numero
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Figura 17: Efeito dos inibidores do proteassoma (MG-132) e lisossoma (Cloroquina) no
padrdo de formacao de agregados PoliQ em animais vha::6p::Q82::YFP adultos de 8
dias tratados com RNAI para skn-1.*p<0,05.
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de agregados PoliQ no intestino aumenta significativamente nos animais vha-
6p::Q44::YFP adultos de quatro e oito dias(Figura 18A): enquanto os animais do grupo
controle apresentavam média de 39,76 e 31,36 agregados nas idades respectivas de 4
e 8 dias, os tratados com o duplo RNAIi apresentaram 55,18 e 50,75 agregados,
respectivamente. Os animais vha-6p::Q64::YFP nao apresentaram diferenca
significativa no numero dos agregados nos dois grupos. (Figura 18B). Os animais vha-
6p::Q82::YFP adultos de um dia também apresentaram um aumento de 12,58
agregados do grupo controle para 21,56 agregados para os animais tratados com o
duplo RNAI. (Figura 18C). Estes dados sugerem que na auséncia de SKN-1, DAF-16
parece estar ativando o sistema proteolitico nos animais vha-6p::Q(n)::YFP de maneira

compensatoéria a auséncia de skn-1.
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Figura 18: Efeito da inibicao simultanea de skn-1 e daf-16 no nimero médio de agregados proteicos nos animais vha-
6p::44::YFP (A); vha-6p::64::YFP (B) e vha-6p::82::YFP (C) nas idades adulto de 1, 4 e 8 dias.*p<0,05. Média de dois

experimentos
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5. Discussao
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5.1. Correlacao entre envelhecimento, esforgco reprodutivo e agregacao
poliglutaminica

Pereira (2012) observou que o numero médio de agregados PoliQ no intestino dos
animais vha-6::PoliQ(n)::YFP declina com o envelhecimento. Nas idades mais
avancadas, e especialmente quanto maior € o numero de repeticdes poliglutaminicas
mais acentuada € a reducdo do numero de agregados apos o final do periodo
reprodutivo (Pereira, 2012). Ja foi sugerido que a toxicidade induzida por PoliQ esta
relacionada ao tamanho dos agregados. Agregados menores tendem a causar mais
efeitos toxicos, enquanto placas maiores de agregados sao menos toxicas (Williams &
Paulson, 2008). Estas informacdes nos levaram a questionar se a diminuicdo do
numero de agregados nos intestinos de animais em idades avancadas e em condicdes
de knockdown de skn-1 e daf-16 estaria ligada ao fato de apresentarem toxicidade
diferente, gragas a um aumento ou diminuicdo em sua &rea.

O fato de ndo termos observado diferencas nas areas dos agregados PoliQ no
intestino de animais transgénicos vha-6p::Q82::YFP entre os grupos controle(RNAI),
skn-1(RNAI) e daf-16(RNAI) sugere que para estes animais ndo existe um mecanismo
compensatério entre a reducdo do numero de agregados pelo seu tamanho. Como esta
analise s6 foi realizada nos animais vha-6p::Q82::YFP adultos de 8 dias, seria
interessante verificar o tamanho da area dos agregados em diferentes estagios do
desenvolvimento do animal, uma vez que a formacgéo de placas de agregados maiores
ou 0 aumento da toxicidade causado pela diminuicdo do tamanho dos mesmos possa
ocorrer de maneira gradativa durante o desenvolvimento e ciclo de vida do animal.

Além disso, nossos resultados sugerem que na auséncia do esfor¢o reprodutivo
ocorre um redirecionamento energético a fim de manter a integridade de outros
sistemas fisioldgicos e das células somaticas, dentre eles, a proteostase. Uma vez que
a reproducéo ndo é possivel, a energia que seria gasta neste processo € investida em
outros, para que o animal assegure sua propria sobrevivéncia. De fato, ja foi sugerido
gue em condi¢cdes nas quais as condicbes para sobrevivéncia da prole ndo sejam
ideais, 0s animais retardam seu periodo reprodutivo e apresentam uma longevidade

maior, como nos casos de restricdo caldrica, jA observado em leveduras,
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camundongos, Drosophila e C. elegans. (Goodrick et al., 1990; Mair et al., 2005;
Masoro, 2005; Dilova et al., 2007; Mair & Dillin, 2008; Piper & Bartke, 2008; Skorupa et
al., 2008; Onken & Driscoll, 2010).

O tratamento com FUdR, para inibir a reproducdo em C. elegans, é utilizado em
diversas analises de sobrevivéncia e longevidade (Hosono, 1978; Gandhi et al., 1980;
Van Raamsdonk & Hekimi, 2011; Aitlhadj, 2010). Recentemente, foi sugerido que essa
droga aumenta os niveis de expressao de fatores heat-shock, modula a capacidade de
enovelamento proteico e aumenta a fungcéo de vias protetoras antes, durante e depois
do periodo reprodutivo (Feldman et al., 2014). No entanto, estes mesmos autores
sugerem que essa melhora nos niveis de protecdo ao dano proteico se da de maneira
independente da inibicdo da producdo de células da linhagem germinativa, uma vez
gue resultados semelhantes foram observados em mutantes que nao apresentam
linhagem germinativa ou que apresentam disfun¢cdes gonadais, o que sugere que 0
FUdR module a proteostase por meio de uma via independente da producéo de células
germinativas.

Contudo, a reproducao também parece exercer influéncia sobre os mecanismos
envolvidos em longevidade e degradacédo proteica no C. elegans. J4 foi demonstrado
que, em C. elegans mutantes que carregam alelos sensiveis a temperatura para a
reproducao (glp-1), a atividade proteolitica do proteassoma de forma independente do
tratamento com FUdR (Vilchez et al., 2012). O mecanismo pelo qual isso ocorre
aparenta ser gracas a um aumento na expressao de genes relacionados a subunidades
proteassomais (sobretudo rpn-6.1), regulados por DAF-16 (Vilchez et al., 2012).

Nossos resultados demonstraram uma diminuicdo no niumero de agregados no
intestino de animais vha-6::Qn::YFP tratados com FUdR em diferentes idades, o que
corrobora o efeito protetor da droga na manutencdo da proteostase. No entanto, o
mecanismo pelo qual a reducdo no numero destes agregados ocorreu ainda néo foi

caracterizado, o que abre novas possibilidades de investigagao.
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5.2. O papel de SKN-1 sobre a ativacao dos sistemas proteoliticos

5.2.1. Efeito do knockdown de skn-1 sobre a expressdo de genes de
degradacéao proteica

SKN-1 regula diversos genes relacionados a degradacao proteica em condicdes
normais (Oliveira et al., 2009). Dentre estes genes, foi possivel identificar treze que
participam diretamente da supressdo de agregados poliglutaminicos (Nollen et al.,
2004). Seis destes genes (rpt-5; pas-3; pas-4; pbs-2; pbs-3 e pbs-4) codificam para
subunidades proteassdémicas; quatro (vha-6; vha-8, vha-12 e vha-13) codificam para
uma subunidade do sistema lisossomal-autofagico e outros trés (fah-1; nekl-2 e atp-5)
codificam para outros tipos de degradacdo promovida por estresses especificos.
Sabendo dessa sobreposicao, é plausivel supor que em condi¢cdes normais SKN-1
ative genes responsaveis pela degradacdo de proteinas com enovelamento incorreto e

possam influenciar a formacéo de agregados PoliQ em C. elegans.

Os dados obtidos com a analise da atividade proteassdmica mostram que, em
condi¢cBes nas quais skn-1 é menos expresso, a atividade proteassémica € reduzida, o
gue leva a crer que a expressao de genes que codificam subunidades proteassémicas
também possa estar reduzida, uma vez que seis destes genes (pas-4; pas-6; pbs-2;
pbs-3; pbs-4 e rpt-5) também sao regulados por SKN-1 (Oliveira et al.,, 2009). No
entanto, o sistema ubiquitina-proteassoma ndo é o Unico responsavel por degradar
agregados proteicos e proteinas defeituosas. Venkatraman et al., em 2004, observaram
gue o proteassoma € capaz de degradar apenas 0s agregados e fragmentos de
tamanho menor, o que sugere a participacdo de outras vias metabdlicas no processo

de degradacéo.

Além dos genes que codificam para subunidades proteassémicas, skn-1 também
regula quatro genes de subunidades lisossémicas (vha-6, vha-8, vha-12 e vha-13) e
outros trés genes relacionados a outros tipos de degradacdo (fah-1; nekl-2 e atp-5)
(Oliveira et al., 2009) que aumentam o numero de agregados poliglutaminicos (Nollen
et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado que SKN-1 é pelo menos parcialmente

necessario para a modulacdo da longevidade por meio de alvos da via TOR (alvo da
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rapamicina), responsavel pela autofagia (Robida-Stubbs et al.,, 2012), além de
desempenhar um papel importante na homeostase citosélica por meio de resposta ao
estresse do reticulo endoplasmatico (Glover-Cutter et al., 2013), o que fez com que
nossa atencdo também se voltasse para estes outros genes regulados por SKN-1
também envolvidos na degradacao proteica.

Nossos resultados demonstraram que o knockdown de skn-1 faz com que a
expressdo de apenas um gene codificante para subunidades proteassémicas (pbs-4) e
o da fumarilacetoacetase (fah-1) fossem reduzidas quando comparado ao grupo
controle(RNAI). Li et al., em 2011, também verificaram uma reducdo na expressao dos
genes do proteassoma sob condi¢des de auséncia de SKN-1. No entanto, animais daf-
16(mu86) tiveram expressdes de pbs-3, vha-8 e vha-12 aumentadas em relacdo ao
controle e também aos animais N2;skn-1(RNAi), e também apresentaram niveis
aumentados de expressao de pbs-3, pbs-4 e vha-8, quando comparados aos animais
N2;skn-1(RNAI), o que pode sugerir um mecanismo compensatério que envolva daf-16
guando skn-1 tem sua expressao reduzida.

Juntos, estes dados sugerem que SKN-1 contribui, embora ndo seja
aparentemente essencial para a expressiao de genes que codificam para diversos

sistemas participantes na degradacdao proteica.

5.2.2. Efeito do knockdown de SKN-1 sobre a atividade proteolitica
dependente de ATP-ubiquitina e do proteassoma

O fator de transcricdo SKN-1 esta envolvido em diversas fun¢cdes metabdlicas,
sendo uma de suas principais a defesa contra o estresse oxidativo. Estudos ja o
apontaram como fator importante em vias que promovem longevidade e de resposta ao
dano proteico (Oliveira et al., 2009; Li et al., 2011; Wang et al., 2011). O fato de SKN-1
regular treze genes relacionados a degradacgdo proteica (Oliveira et al., 2009) torna
interessante seu estudo para investigar seu papel nos processos de turnover proteico,
uma vez que a proteostase é vital para a manutencdo das fun¢cdes do organismo e

protecdo contra alteragbes ambientais. O desequilibrio dessa proteostase esta
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correlacionado ao desenvolvimento de diversas desordens neurodegenerativas (Balch
et al., 2008).

Seis dos treze genes regulados por SKN-1 analisados neste trabalho sé&o
responsaveis por codificar subunidades proteassémicas. Além disso, o ortélogo de
SKN-1 em mamiferos, Nrfl, demonstrou modular uma resposta compensatoria, na qual
a inibicdo do proteassoma faz com que os genes que codificam para as subunidades
proteassomicas sejam ativados (Kraft et al., 2006; Radhakrishnan et al., 2010; Steffen
et al., 2010). Além disso, a inibicdo de fatores de elongacéo e traducdo de proteinas
ativa SKN-1, aumentando a expressao de seus genes alvo (Li et al., 2011). De posse
destas informacdes, decidimos investigar o papel de SKN-1 sobre a atividade

proteolitica do proteassoma.

Em nossos ensaios, utilizamos o MG-132 como inibidor da atividade do
proteassoma. O MG-132 consiste em um peptideo aldeido (Cbz-Leu-Leu-Leucinal)
sintético, considerado por muitos o mais eficiente inibidor do proteassoma em culturas
de células ou tecidos (Kisselev & Goldberg, 2001). Ele interfere no estado de transi¢éo
da atividade quimiotripsina do sistema ubiquitina-proteassoma, penetrando
rapidamente na célula com um mecanismo de acéao reversivel. Além disso, 0 MG-132 é
capaz de inibir catepsinas e calpainas (Lee & Goldberg, 1998). Corroborando nossa
hipétese, a adicdo de MG-132 resultou numa reducdo significativa da atividade

proteolitica em comparacédo ao extrato proteico na auséncia deste inibidor (Figura 14).

Em nossos experimentos de medida de atividade proteolitica exdgena, nés
verificamos que o knockdown de SKN-1 causou uma reducao significativa de 69% na
atividade proteassémica em comparacdo com o grupo controle. Ja foi descrito que a
inibicdo de SKN-1/Nrf reduz de forma modesta a atividade do proteassoma, no entanto,
essa reducdo apresentou um efeito impactante na atividade do sistema ubiquitina-
proteassoma de células intestinais in vivo (Li et al., 2011). Apesar de animais mutantes
daf-16(mu86) ndo apresentarem alteracdo em sua atividade proteassdmica, esta
linhagem, quando tratada com o RNAI para skn-1, também apresentou uma atividade

proteassémica reduzida, o que sugere que SKN-1 possa ter uma maior influéncia sobre
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a atividade proteass6mica do que outro fator de transcricdo previamente conhecido por

promover aumento na degradacdo de agregados poliglutaminicos (Nollen et al., 2004).

Ao avaliar a atividade proteassdmica de animais adultos de 8 dias, percebemos
gue a mesma continua reduzida em animais N2;skn-1(RNAI). Era de se esperar que
esta tendéncia se repetisse nos animais vha-6p::Q82::YFP. No entanto, verificamos
gue a atividade desses animais, tratados com RNAI para skn-1 ndo difere dos animais
do grupo controle. Este fato nos causou surpresa, embora ofereca uma possivel
explicacdo para o fato do numero de agregados ser menor em animais vha-
6p::Q82::YFP;skn-1(RNAI).

No entanto, a causa dessa maior atividade proteassémica na auséncia de skn-1
nestes animais ainda nao foi elucidada. Ja foi sugerido que, particularmente na
linhagem vha-6p::Q82::YFP, a formacdo de agregados poliglutaminicos ocorre de
forma mais rapida e em estagios iniciais do desenvolvimento do animal. O RNAI de
genes que codificam para uma enzima de ubiquitinacdo, ubc-22 e uev-1, acelerou
ainda mais o processo de formacdo destes agregados no intestino (Skibinski & Boyd,
2012). Outros autores sugerem que a formacdo de agregados poliglutaminicos é
afetada por no minimo duas etapas distintas de ubiquitinacdo: uma na qual o niumero
de agregados é reduzido, mas seu tamanho aumenta, e outra na qual o nimero de

agregados aumenta, e seu tamanho € reduzido (Howard et al., 2007).

5.3. Analise do padrédo de formacdo de agregados poliglutaminicos

Dentre as desordens neurodegenerativas causadas por acumulo de agregados
PoliQ, destaca-se a Doenca de Huntington, caracterizada pela repeticdo de mais de 36
glutaminas na molécula da huntintina (Tabela 1). A doenca leva a perda de funcéo e
morte celular (Zoghbi & Orr, 2000; Margolis & Ross, 2001). Tais consequéncias
derivam-se da toxicidade adquirida pelas proteinas com maiores expansfes

poliglutaminicas, o que ja foi verificado em outros modelos de estudo, como
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camundongos e leveduras (Gusella & Macdonald, 2000; Zohgbi & Orr, 2000; Sherman
& Muchowski, 2003).

Em humanos, as desordens poliglutaminicas possuem um limiar téxico que varia
de 31 a 45 repeticbes CAG. Ja em C. elegans, o limiar para o surgimento de agregados
proteicos esta entre 35 e 40 expansfes poliglutaminicas. Em animais cuja expressao
de 35 ou 40 expansfes PoliQ esteja direcionada para a parede muscular, a formacéao
dos agregados tem inicio ap6s o animal atingir a idade adulta, e progride a medida em
gue o animal envelhece. Animais com expansdes PoliQ maiores apresentavam a
formacao de agregados desde seus estadios larvais (Morley et al., 2004).

Resultados de nosso grupo também nos levaram a questionar o papel de SKN-1
sobre a agregacdo PoliQ em diferentes tecidos, bem como o padréo de formacéo
destes agregados em diferentes condicodes.

5.3.1. O papel dos sistemas lisossomal-autofagico e ubiquitina-
proteassoma na formacao de agregados PoliQ em células intestinais

Proteinas com enovelamento incorreto ou expansées anormais de aminoacidos
devem ser degradadas e sintetizadas novamente, para que 0s processos celulares e
metabdlicos ndo sejam prejudicados. Para isso, diversas vias e mecanismos atuam na
remocdo destas proteinas defeituosas, de formas diferentes. O sistema lisossomal
autofagico e o sistema ubiquitina-proteassoma estdo entre 0s principais sistemas de
degradacdo e atuam de maneiras distintas na remoc¢édo das proteinas. Enguanto no
lisossoma, a molécula é normalmente envolta por um vacuolo e encaminhada para a
autofagia (Hamel et al.,, 2004; Martinez-Vicente et al., 2005). A degradacéo
proteassémica envolve a marcacao da proteina com moléculas de ubiquitina e seu
posterior descolamento para um complexo catalitico regulatério, o proteassoma 26S,
em um processo que envolve o gasto de ATP (Ciechanover, 2005; Martinez-Vicente et
al., 2005)

Neste trabalho, decidimos investigar o papel destes dois principais sistemas de
degradacdo na formacdo de agregados poliglutaminicos, através do tratamento de

animais vha-6p::Q82::YFP com MG-132, inibidor da atividade proteassdmica, e
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cloroquina, inibidora da atividade lisoss6mica, até que atingissem a idade de adulto de
8 dias (quando o numero de agregados apresenta um declinio em relacdo as idades
anteriores) tanto em condi¢cfes normais quanto sob o knockdown de skn-1.

Noés observamos que a inibicdo de skn-1 foi capaz de reduzir o nimero médio de
agregados, conforme ja evidenciado por Pereira, em 2012. Embora a inibicdo do
lisossoma e do proteassoma nao tenha apresentado qualquer efeito sobre a formacao
de agregados poliglutaminicos em condigBes normais, a inibicdo destes sistemas em
condicbes de auséncia de skn-1 fez com que o niumero de agregados aumentasse,
tanto quando inibimos o proteassoma, como quando inibimos o lisossoma. Estes dados
sugerem que na auséncia de skn-1, os sistemas de degradacdo proteassOmica e
lisossOmica estdo atuando na formacéo de agregados proteicos dos animais adultos de
8 dias vha-6::Q82::YFP. Ainda, estes resultados fornecem mais um indicio de que
existe um mecanismo compensatorio para controle da formacdo de agregados nestes

transgénicos.

5.3.2. Efeitos dainibicdo simultanea de skn-1 e daf-16 no padréo de
formacao de agregados poliglutaminicos

Diversas vias metabdlicas e outros mecanismos exercem influéncia sobre a
degradacdo proteica no C. elegans. As vias da insulina (lIS), das proteinas heat-shock
e das sirtuinas promovem um aumento na longevidade através da reducdo na
formacdo de agregados proteicos (Guarente & Kenyon, 2000; Morris et al., 1996;
Morley et al., 2002; Tissenbaum & Guarente, 2001; Parker et al., 2005; Nollen et al.,
2004; Hsu et al., 2003). A via de sinalizacdo SKN-1, descrita inicialmente pela sua
participacdo na defesa contra o estresse oxidativo (Blackwell, 1994; An & Blackwell,
2003), tem ganhado destaque em pesquisas recentes gracas a evidéncias que
sugerem seu papel em outras vias metabdlicas, dentre elas, a degradacédo de proteinas
(Park et al., 2009; Oliveira et al., 2009). SKN-1 regula varios genes relacionados a
degradacdo proteica, e ativa conjuntos especificos de genes em resposta a inibicdo de
fatores de traducdo e elongacdo de proteinas, além ter sua atividade modulada por
outras vias relacionadas a protecdo contra o dano proteico, como a via da mTOR
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(Robida-Stubbs et al., 2012) e estresse do reticulo endoplasmético (Glover-Cutter et al.,
2013).

Nosso grupo de pesquisa ja havia relatado que, na auséncia de skn-1, a formacao
de agregados poliglutaminicos em células intestinais é reduzida em diversas idades. A
inibicho de outro fator de transcricdo envolvido na degradagédo proteica, daf-16,
sobretudo em animais que expressam expansdes maiores de poliglutaminas, também
fez com que o numero de agregados fosse menor, quando comparado a animais que
expressavam este fator de transcricao (Pereira, 2012). Estes resultados nos chamaram
a atencdo, uma vez que ja foi descrito que daf-16 atua de forma a diminuir a formacéo
de agregados poliglutaminicos. Isso nos levou a acreditar que poderia haver algum
mecanismo compensatorio que, na auséncia de daf-16 ou skn-1, fizesse com que as
vias de degradacdo proteica fossem ativadas, de forma a aumentar a taxa de
degradacao. Portanto, decidimos investigar se a inibicdo simultdnea de daf-16 e skn-1
provocaria alguma alteracdo no padréao de formacao de agregados poliglutaminicos em
células intestinais, a fim de verificar se uma via poderia estar compensando a auséncia
da outra.

Nossos resultados sugerem que, em animais que expressam 44 expansdes
poliglutaminicas, o nimero de agregados aumenta significativamente nas idades de
guatro e oito dias em condi¢cdes nas quais daf-16 e skn-1 sdo inibidos. Enquanto o
padrdo de agregacdo nos animais que expressam 64 expansdes PoliQ nado diferiu,
animais que expressam 82 expansodes PoliQ e tratados com o duplo RNAI para skn-1 e
daf-16 apresentaram um numero médio de agregados maior do que os do grupo
controle apenas na idade de adulto de um dia. Isso sugere que possa haver uma
espécie de integracdo compensatéria entre os dois fatores de transcricdo no que diz
respeito a remoc¢ao de proteinas com enovelamento incorreto. No entanto, devemos
ressaltar que, durante a realizagdo destes experimentos, ndo obtivemos o numero
suficiente de 60 animais para todos os grupos analisados. Com isso, torna-se
necessario a realizacdo de experimentos adicionais para uma melhor compreensao da

relacdo entre daf-16 e skn-1 na degradacéo proteica.
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6. Conclusoes
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- A reducdo do numero de agregados no intestino de animais adultos de 8 dias vha-
6::Qn tratados com RNAI para skn-1 ndo estd associado a um aumento do tamanho
destes.

- A inibicdo da reproducado através do tratamento com FUdR diminui a formacdo de
remocao de agregados proteicos no intestino dos animais, tanto durante quanto apos o
periodo reprodutivo.

- O knockdown de skn-1 diminui a expresséo dos genes pbs-4 e fah-1 enquanto que O
knockdown de daf-16 aumenta a expresséo de pbs-3, vha-8 e vha-12.

- O knockdown de skn-1 também diminuiu a atividade proteolitica dependente de ATP-
Ubiquitina e do proteassoma em animais tipo selvagem mas ndo nos animais vha-
6::Q82::YFP de 8 dias de idade.

- A inibicdo dos sistemas proteoliticos lisossomais e proteassomais resultou num
aumento no numero de agregados proteicos no intestino dos animais vha-6::Q82::YFP
de 8 dias de idade na auséncia de skn-1.

- A inibicdo simultanea de skn-1 e daf-16 promoveu um aumento na formacéo de
agregados poliglutaminicos nas células intestinais.

- Esses dados sugerem que dos animais vha-6::Q82::YFP de 8 dias de idade na
auséncia de skn-1 uma via pode atuar de maneira compensatéria a auséncia da outra
no que diz respeito a degradacéao proteica.
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